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Abkürzungsverzeichnis
APTES 3-Aminopropyltriethoxysilan
BSA Rinderserumalbumin
DABS-Cl 4-Dimethylaminoazobenzol-4'-sulfonylchlorid 25
DMSO Dimethylsulfoxid
DNPH 2,4-Dinitrophenylhydrazon 24
DPPH 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl Hydrat 21
EDC 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimid
EDTA Ethylendiamin-N,N,N',N'-tetraessigsäure Dinatriumsalz Dihydrat
ELISA Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay
ESR Elektronenresonanz-Spektroskopie
GDA Glutaraldehyd
Gl. Gleichung
HPLC Hochleistungsflüssigkeitschromatographie
HRP Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase)
Mr relative Molekülmasse
NHS N-Hydroxysuccinimid
PBN N-tert.-Butyl-α-Phenylnitron
PBS Phosphate Buffered Saline (physiologischer Phosphat-Puffer)
PDLLA Poly(D,L)Milchsäure
PDLLA-AAc mit Polyacrylsäure gepfropfte Poly(D,L)Milchsäure
PEEK Polyetheretherketon 1
PHEMA Hydroxyethylmethacrylat 3
PMMA Polymethylmethacrylat 2
PMNs Neutrophile Granulozyten (Polymorphonuclear Neutrophils)
PTFE PolyTetrafluorethylen
R. Reaktion
RGD zellädhäsionsförderndes Peptid mit der Sequenz Arg-Gly-Asp
ROS Reactive Oxygen Species
RT Raumtemperatur
RWTH Rheinisch Westfälische Technische Hochschule Aachen
SDS Natriumdodecylsulfat
sSDTB s-Succinimidyl-4-O-(4,4‘-dimethoxytrityl)-butyrat   27
TFA Trifluoressigsäure
TMB 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin
TNBS 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsäure   26
ÜN über Nacht
UV/VIS Ultraviolettes/Sichtbares Licht

1 Einleitung
1
1 Einleitung
Schon lange werden Defekte und Defizite des menschlichen Körpers mit Hilfe ganz
unterschiedlicher Materialien ausgeglichen, die zur Herstellung von Prothesen der äußeren
Extremitäten, Zahnersatz oder optischen Gläsern zur Korrektur einer Fehlsichtigkeit
eingesetzt werden (Nerlich et al., 2000). Neben Holz und Leder werden dazu Knochen und
Keramik, später auch Glas und Metall verwendet, wobei sich das Einsatzspektrum parallel zur
Entwicklung neuer Materialien und verbesserter Bearbeitungsmethoden erweitert. Für
Defekte des Stützapparates, die einen Einsatz dieser Hilfsmittel im Körper erfordern, werden
bevorzugt Metalle verwendet, allerdings ermöglicht erst die Verfügbarkeit rostfreier Stähle
einen verstärkten Einsatz. Ganz neue Möglichkeiten eröffnet schließlich die Entdeckung und
rasch vorangetriebene Entwicklung der Polymere.
Fortschritte in der Produktion und der Verarbeitung der Werkstoffe sowie die
Weiterentwicklung der Materialeigenschaften führen zu Verbesserungen der daraus
hergestellten Produkte. Erst relativ spät wird gezielte Forschung betrieben, die integrativ
neben dem Werkstoff und dem Werkstück auch dessen Einsatz im Körper berücksichtigt. Die
nun einsetzende stürmische Entwicklung führt zur Etablierung eines interdisziplinären
Forschungsgebietes, das sowohl Mediziner und Ingenieure als auch Naturwissenschaftler
beschäftigt, der Biomaterialforschung. Bisheriger Höhepunkt dieser Entwicklung ist das
"Tissue Engineering", das versucht, komplette Gewebe bis hin zu ganzen Organen zu ersetzen
(Hanisch, 2000).
Die im Zusammenhang mit Biomaterialien auftretenden Schwierigkeiten betreffen
hauptsächlich die Reaktionen der unterschiedlichen Körpergewebe auf einen Fremdkörper.
Das Ausmaß dieser Reaktionen hängt dabei entscheidend von den Oberflächeneigenschaften
des Werkstückes ab, so daß deren Modifizierung oft sinnvoll ist.
In der vorliegenden Arbeit spielt die Wechselwirkung zwischen Molekülspezies, die bei durch
Biomaterialien ausgelösten entzündlichen Reaktionen auftreten, und modifizierten
Festkörperoberflächen eine wichtige Rolle. Daher soll im Folgenden ein Überblick über
Werkstoffe in der Biomaterialanwendung, die Charakteristika der verschiedenen
Gewebetypen sowie das Zustandekommen von Entzündungsreaktionen gegeben werden.
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1.1 Biomaterialien
1.1.1 Werkstoffe
Neben der mechanischen und technischen Funktionserfüllung müssen die Werkstoffe und
Werkstücke auch gewebeverträglich sein. Es zeigt sich schnell, daß nicht alle Materialien für
einen Kontakt mit Körpergewebe geeignet sind, da sie schwere Entzündungen, eine Sepsis
oder Allergien auslösen. Ihre toxische, antigene oder allergene Wirkung verbietet ihren
Einsatz im und manchmal auch am Körper, sie sind bio-inkompatibel. Können die Werkstoffe
und Werkstücke steril gehalten werden und lösen sie keine schweren Allergien und
Entzündungen aus, so können sie als biokompatibel betrachtet werden, wobei auch die Dauer
des Gewebekontaktes berücksichtigt werden muß.
Biokompatibilität kann als Verträglichkeit zwischen technischen und biologischen Systemen
verstanden werden, und umfaßt auf der Werkstoffseite neben den Eigenschaften des
Festkörpers und dessen Formgebung auch die Physik, Chemie und Topographie der
Oberfläche. Gegenüber dem biologischen System verhält sich das biokompatible technische
System dabei entweder bio-inert oder aber bio-aktiv. Biokompatibel heißt im Idealfall also,
daß keine unerwünschte Wechselwirkung zwischen Biomaterial und angrenzendem Gewebe
erfolgt, wobei entweder keine Wechselwirkung (bioinert) oder aber eine erwünschte
Wechselwirkung (bioaktiv) beobachtet werden kann.
Bei den aus biokompatiblen Materialien (Biomaterialien) hergestellten Produkten handelt es
sich um Medizinprodukte, zu denen Gelenkprothesen, Knochenzement, Nähfäden und
chirurgische Instrumente, aber auch Einmalartikel (Spritzen, Kanülen, Katheter, Drainagen),
Verbandstoffe und Hygieneartikel zu zählen sind (Planck, 1993). Eine Prothese ist ein aus
unbelebtem Material hergestelltes Hilfsmittel, das einen materiellen und funktionellen Ersatz
für Defektstrukturen liefert, wobei zwischen extra- und intrakorporalen Prothesen
unterschieden werden muß. Als Implantat ist jedes zum Funktionsersatz künstlich in den
Körper eingebrachte Material zu betrachten. Eine Endoprothese ist also auch ein Implantat,
ein Herzschrittmacher hingegen, der nur einen funktionellen Ersatz darstellt, wird nicht als
Prothese betrachtet (Wintermantel und Ha, 1998). Wird auch die Belegung von inneren und
äußeren Körperoberflächen berücksichtigt, so umschreibt der Begriff Implantat neben
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Gelenk- oder Gefäßprothesen auch Kontrazeptiva oder Kontaktlinsen. Je nach Verweildauer
unterscheidet man Temporär- und Langzeit-Implantate.
Die Palette der biokompatiblen Werkstoffe reicht von Metallen und Metallegierungen über
Gläser, Glaskeramiken und Keramiken bis hin zu den Polymeren und Verbundwerkstoffen,
die einzeln oder in Kombination, als Werkstoff oder als Werkstück eingesetzt werden. Für
ihren Einsatz als Biomaterial ist neben der chemischen Zusammensetzung, den
Oberflächeneigenschaften (Energie, Hydrophilie, Porosität, Topographie), dem
Herstellungsprozeß und der Verarbeitung auch die Formgebung von Bedeutung.
Metalle und Metallegierungen
Metalle und Legierungen werden vorwiegend für Gelenkprothesen und Fixationselemente
(Osteosyntheseplatten, Marknägel, Schrauben) verwendet. Für diesen Verwendungszweck
spielen besonders die mechanische Festigkeit (der E-Modul) und die Korrosionsbeständigkeit
eine wichtige Rolle, die weitgehend vom Metallgefüge abhängen. Durch Korrosion wird die
Oberfläche des Werkstückes verändert, die dabei freiwerdenden Ionen wirken je nach
Toxizität und Löslichkeit auf die Gewebe ein. Neben Chrom-Nickel-Stählen kommen vor
allem Kobalt-Chrom-Legierungen, Titanlegierungen (TiAl6V4, TiAl6Nb7)1 und
'commercially pure' (cp) Titan zum Einsatz. Durch ihre mechanischen Eigenschaften sind die
metallischen Werkstoffe gut zur Lastübertragung geeignet und werden deshalb hauptsächlich
dort eingesetzt, wo große Kräfte aufgenommen werden müßen, an den Gelenken und
Knochen - sie werden deshalb auch zu den Hartgewebe-Implantaten gerechnet. Die weicheren
Edelmetalle finden vor allem in der Dentalchirurgie Verwendung.
Titan sowie die Titanlegierungen sind aufgrund ihrer passivierenden Oxidschicht
(Rutilstruktur TiO2; Browne und Gregson, 1994) besonders korrosionsarm (Korrosionsrate für
cpTitan etwa 30 µg/cm² pro Jahr; Williams, 1981). Die durchschnittliche Oxidschichtdicke
beträgt für das Metall etwa 32 Å, für die Legierungen etwa 83 Å 2 (Keller et al., 1994).
                                                
1 Die Verwendung von Niob anstelle von Vanadium ergibt sich aus Untersuchungen die gezeigt haben, daß die
löslichen Vanadiumverbindungen toxischer als die des Niob sind (Semlitsch et al., 1991).
2 In verschiedenen Arbeiten konnte nachgewiesen werden, daß unterschiedliche Oxidschichtdicken keinen
Einfluß auf die Zelladhäson und Zellmorphologie haben (Williams, 1981).
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Titan besitzt gegenüber rostfreiem Stahl eine geringere Steifigkeit (kleinerer E-Modul; Hille,
1966) und somit ein geringeres 'stress shielding' bei größerer Dauerfestigkeit.3
Gegenüber den isotropen Metallgefügen können Hartgewebeimplantate aus
Faserverbundwerkstoffen anisotrop hergestellt werden. Da Knochen ebenfalls anisotrop ist,
führt die dadurch erzielte Annäherung des elastischen Verformungsverhaltens zu einer
Minimierung der Dehnungsdifferenz und somit zur Strukturkompatibilität. Die Werkstoffe
bestehen oft aus Kohlenstoff-Fasern, die in eine thermoplastische Matrix aus Polysulfon,
Polyamid oder Polyetheretherketon (PEEK 1) eingebettet sind.
* O O C
O
*n
 
PEEK   1
Keramiken und Gläser
Die wichtigsten keramischen Werkstoffe sind Aluminiumoxid (Al2O3) und Zirkonoxid
(ZrO2), die beide z.B. als Hüftgelenkkugel eingesetzt werden. Daneben werden
Calciumphosphate und Gläser/Glaskeramiken als bioaktiver Knochenersatz (Füllmaterial für
Knochendefekte) verwendet. Bioaktiv bedeutet hier, daß Knochen besonders rasch und fest an
diese Materialien anwächst, weshalb beispielsweise die Schäfte von Hüftprothesen mit
Hydroxylapatit (HA, Ca10(PO4)6(OH)2) beschichtet werden (Gomez-Vega et al., 2000). Neben
der ständigen Weiterentwicklung dieser Werkstoffe werden auch neuere, in der Technik
bereits bewährte Materialien, beispielsweise die Nichtoxidkeramik Siliziumnitrid (Si3N4;
Lange et al., 1991), auf Ihre Eignung als Biomaterial hin untersucht (Sohrabi et al., 2000).
Polymere
Polymere weisen eine große Einsatzbreite auf. Sie werden als massives Werkstück, als Folie
oder als Faser (Garn, Vlies, Gestrick) verwendet und eignen sich für die Herstellung von
Weichgewebe-Implantaten, finden aber auch zur Herstellung von Einwegartikeln, in der
Diagnostik (Polystyrol, PS) oder zur gezielten Freisetzung von Pharmaka (drug delivery)
Verwendung.
                                                
3 Trotz der günstigen Materialeigenschaften ergeben sich mitunter Schwierigkeiten beim praktischen Einsatz (Balzli, 2000).
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Zu den aus Polymeren hergestellten Implantaten zählen Gefäßprothesen, Herzklappen,
Nahtmaterial, Sehnen- und Bänderersatz, Knochenzement, Intraokular-Linsen,
Blasenprothesen (Hubbell, 1999; Oberpenning et al., 1999) und Brustimplantate sowie
Werkstücke aus Faserverbundwerkstoffen, deren Matrixwerkstoff sie stellen. Dazu kommen
Hautersatz, Kontaktlinsen, Katheter, Dialysemembranen, Oxygenatoren und Dialysatoren,
Dialyse- und Transfusionsschläuche, Infusionsbestecke und weiter Kanülen, Wundverbände,
Spritzen, Untersuchungshandschuhe sowie Verpackungsmaterial. Zu den wichtigsten
synthetischen Polymeren im medizinischen Einsatz gehören neben Polyvinylchlorid (PVC)
(Lantos, 1988) und Polyethylen (PE) die Polycarbonate (PC), Polyurethane (PUR),
Polysiloxane sowie Polytetrafluorethylen (PTFE), Polysulfon (PSU) und
Polymethylmethacrylat (PMMA 2) (Hull, 1995). Daneben kommen auch 'natürliche'
Polymere zum Einsatz, die wichtigsten darunter sind Kollagen, Chitosan oder Fibrin.
* CH2
C
CH3
*
C O
O
CH3
n
 
PMMA   2
Außer den Werkstoffeigenschaften spielen gerade bei den Polymeren auch die Herstellung,
Verarbeitung, Formung, Lagerung und Sterilisierbarkeit eine Rolle. Durch die vielfältigen
Einsatzbereiche ist für zahlreiche Anwendungen neben der allgemeinen Biokompatibilität und
Funktionalität besonders die Hämokompatibilität der Werkstoffe wichtig (Lahann et al.,
1999). Zu den hämokompatiblen Werkstoffen zählt PVC, das als Weich-PVC4 extrakorporal
für Blutbeutel oder Schläuche verwendet wird. Intrakorporale Gefäßimplantate werden aus
PUR oder PTFE gefertigt. Die ebenfalls als hämokompatibel geltenden Polysiloxane werden
vorwiegend als Elastomere eingesetzt und benötigen keine Weichmacher, müssen allerdings
über Füllstoffe (z.B. SiO2) stabilisiert werden. Bekanntes Verwendungsbeispiel der
Polysiloxane sind die umstrittenen Brustimplantate.
                                                
4 Ein typischer Weichmacher ist beispielsweise Dioctylphthalat, DOP.
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Die bereits genannten Faserverbundwerkstoffe, die in der Orthopädie zur Herstellung von
anisotropen Hartgewebeimplantaten Verwendung finden, bestehen oft aus in eine PEEK-
Matrix eingebetteten Kohlenstoff-Fasern.
Ebenfalls in der Orthopädie kommt Polyethylen (UHMWPE)5 als Gelenkpfanne für
Hüftgelenkprothesen oder PMMA als Knochenzement zum Einsatz. Daneben kann PMMA
aber auch in der Ophthalmologie als Werkstoff für 'harte' Kontaktlinsen verwendet werden.
Ein Derivat des Methylmethacrylates, das Hydroxyethylmethacrylat mit einer endständigen
Hydroxyl-Gruppe, ist als Polymer (PHEMA 3) in der Lage, Hydrogele zu bilden und wird zur
Herstellung von 'weichen' Kontaktlinsen verwendet. Unter einem Hydrogel versteht man ein
dreidimensionales Polymernetzwerk, daß durch Quellen große Mengen Wasser binden kann,
ohne sich dabei aufzulösen.
* CH2
C
CH3
*
C O
O
n
 
C
H2
C
H2
OH
PHEMA   3
Eine eigene Gruppe stellen die biodegradierbaren Polymere dar, die sich im Körper auflösen
und so im Falle von Implantaten durch körpereigenes Gewebe ersetzt werden können. Durch
die Verwendung degradierbarer Implantate entfällt die sonst zur Entfernung temporärer
Implantate notwendige Nachoperation (Orthopädie, Paradontologie). Das Vermögen, sich
aufzulösen, muß dabei als Spagat zwischen mechanischer Festigkeit und
Degradationsgeschwindigkeit verstanden werden. Wichtige Faktoren, die die Auflösung
beeinflußen sind die Kristallinität und das Molekulargewicht. Niedrigeres Molekulargewicht
und geringe Kristallinität führen zu rasch degradierenden Werkstücken, höherkristalline
Polymere sind dagegen für mechanische Stabilität wichtig. Eine Möglichkeit der
                                                
5 An diesem Beispiel läßt sich zeigen, wie wichtig die Art der Herstellung ist: lediglich das Ultra High Molecular
Weight Polyethylen (UHMWPE) verfügt über die gewünschten mechanischen Eigenschaften (Streicher et al.,
1990; Willert et al., 1990).
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Einflußnahme bietet die Verwendung von Co-Polymeren variabler Zusammensetzung
(Kenley et al., 1987; Sawhney und Hubbell, 1990; Visscher et al., 1985).
Die Polymerdegradation erfolgt als unspezifische Hydrolyse, die als 'bulk degradation' im
Unterschied zur enzymatischen 'surface degradation' unabhängig von der exponierten Fläche
ist. Bei dieser Form der Degradation bleibt die relativ größere Oberfläche länger erhalten, so
daß die Abbauprodukte im degradierten Festkörper nicht laufend abtransportiert werden
können.6 Die Biokompatibilität der degradierbaren Polymere muß sich auch auf die
Abbauprodukte (Teilstücke, Monomere) erstrecken, die entweder metabolisch oder aber
direkt renal ausgeschieden werden (Vert et al., 1992).
Degradierbare Polymere werden bisher als Nahtfäden, Membranen und Wundabddeckungen,
Osteosynthesesysteme, Zellträger (scaffold) und Arzneimittelfreisetzende-Systeme eingesetzt.
Für die zuletzt genannte Anwendung, 'drug delivery', können die Pharmaka entweder in den
Werkstoff eingebracht, auf den Werkstoff aufgebracht oder aber durch eine Werkstoff-
Membran (microspheres) eingeschlossen werden. In dieser Reihenfolge spricht man von
Matrix-, Träger- oder Membransystemen.
Aliphatische Esterverbindungen sind relativ hydrolyselabil und eignen sich deshalb gut als
Werkstoff für degradierbare Polymere. Neben Polyglykolsäure (Poly(glykolid) – PGA 4) und
Polymilchsäure (Poly(lactid) – PLA 5) sind dies vor allem Poly-(ε-caprolacton) (PCL), Poly-
(γ-hydroxybutyrat) (PHB 6) und Poly-(p-dioxanon) (PDS 7).
* O CH2
C
O
*n 
* O C C
O
*n 
H
CH3
PGA   4 PLA   5
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PHB   6 PDS   7
                                                
6 Die bei der Auflösung von Poly-Milchsäure (PLA) freiwerdende Milchsäure erzeugt ein saures Milieu, das die
weitere Degradation autokatalytisch beschleunigt (Göpferich, 1996; Li und McCarthy, 1999).
1 Einleitung
8
Die beiden bisher am häufigsten eingesetzten Polyester sind PLA und PGA sowie daraus
hergestellte Co-Polymere variabler Zusammensetzung. Sowohl Polylactid als auch
Polyglycolid werden durch ringöffnende Polymerisation in der Schmelze bei 140 - 180 °C mit
einem Katalysator aus den Lactiden 8a bzw. Glykoliden 8b hergestellt (Drumright et al.,
2000; Kissel et al., 1991).
O
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a) R = -H  Glykolid b) R = -CH3  Lactid
Polyglykolsäure degradiert relativ rasch und ist ebenso wie die racemische Mischform der
amorphen D,L-Polymilchsäure mechanisch nicht besonders belastbar. Die teilkristalline,
mechanisch stabilere L-Form der Polymilchsäure ist dagegen nur schlecht degradierbar, findet
aber aufgrund ihrer Stabilität Anwendung in Osteosynthesesystemen (Platten, Nägel) für
Bereiche, die nur geringen Lasten ausgesetzt sind.
Die natürlichen Polymere Kollagen, Chitosan und Fibrin können ebenfalls im Körper
abgebaut werden, allerdings spricht man in diesem Fall besser von Resorption als von
Degradation. Der Begriff "natürlich" trifft noch am meisten auf Fibrin oder Fibrinogen zu und
bezeichnet eher die Herkunft der Ausgangsmaterialien als die daraus resultierenden
Werkstoffe. Fibrin wird aus Human-Blut gewonnen, wirkt hämostatisch und wird (zusammen
mit Fibrinogen, Faktor XIII und Antifribrinolytika) als Gewebeklebstoff oder als Matrix-
Werkstoff verwendet (Herbert et al., 1998). Kollagen wird durch Extraktion anderer
Bestandteile aus Knochen, Haut und Sehnen gewonnen (fibrilläres Kollagen). Durch
proteolytische Spaltung erhält man daraus lösliches Kollagen. Es gibt mindestens zwölf
verschiedene Kollagen-Typen,7 die fibrillär, fibrillen-assoziiert oder nicht-fibrillär sind.
Kollagen ist als bioaktiver Werkstoff in der Lage, die Zellproliferation zu fördern und wird als
Schaum, Gel oder Faser (Gestrick) zum Füllen von Gewebedefekten, als Wundabdeckung
oder Blasenimplantat eingesetzt. Das Polysaccharid Chitosan schließlich (antimikrobiell,
                                                
7 Eine Übersicht gibt (Darnell et al., 1994).
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hämostatisch) entsteht durch Deacetylierung von Chitin, das aus Garnelenschalen gewonnen
werden kann, und ist als Polykation in der Lage, zusammen mit geeigneten Polyanionen
(Alginat, Heparin), Hydrogele auszubilden (Kikuchi und Noda, 1976). Als Pulver oder Faser,
zu Membranen oder Gelen verarbeitet, kommt Chitosan als Wundbedeckung oder
Nahtmaterial zum Einsatz.
1.1.2 Bioaktive Oberflächen
Durch die Implantation biokompatibler Werkstoffe oder Werkstücke kommt es im
Allgemeinen, entweder durch den direkten Kontakt des Gewebes mit dem Implantat oder aber
durch die beim Einsetzen notwendige Verwundung, zu einer Entzündungs-, eventuell zu einer
Fremdkörperreaktion. Im Falle einer ausgeprägten Fremdkörperreaktion oder der Entwicklung
einer chronischen Entzündung, beides gefördert durch Abrieb, Abbauprodukte oder aus dem
Werkstück eluierte Stoffe8, kommt es zur Einkapselung des Fremdkörpers in einen
nichtadhärenten Bindegewebssack. Die Abkapselung des Fremdkörpers durch die kaum
vaskularisierte fibröse Kapsel dient dem Schutz des umliegenden Gewebes, verhindert
allerdings das An- bzw. Einwachsen von Körpergewebe an/in das Implantat. Im Falle einer
Hüftprothese bedeutet das die Verhinderung einer regulären Krafteinleitung, so daß es
schließlich oftmals zu einer Lockerung des Implantates kommt.
Den biokompatiblen, inerten Werkstoffen werden deshalb bewußt bioaktive Werkstoffe
vorgezogen, die eine positive Interaktion des Implantates mit dem Gewebe ermöglichen, so
daß es zu einem An- bzw. Einwachsen an das Implantat kommt und eine Isolation verhindert
wird. Auf diese Weise kann eine Beeinträchtigung der Versorgung und der Sensorik9 sowie
eine chronische Entzündung vermieden werden.
Bioaktive Implantate können einmal durch die Verwendung intrinsisch bioaktiver Werkstoffe
erhalten werden. Diese können natürlichen Ursprungs sein (Kollagen) oder aber synthetisch
dargestellt werden (Calciumphosphate10, ´Bioglas´11). Neben der Verwendung dieser an sich
                                                
8 Metalle setzen durch Korrosion Produkte frei, die auf die umliegenden Gewebe einwirken. Edelmetalle (z.B.
Pt) oder passivierte Metalle (z.B. Ti) zeigen dabei eine vitale Reaktion (Bildung von lockerem, vaskularisiertem
Bindegewebe). Besitzen die durch Korrosion freigesetzten Produkte nur eine schwache Toxizität (z.B. Fe, Al),
so kommt es zur Ausbildung einer dichten, nicht vaskularisierten Bindegewebskapsel. Toxische Produkte führen
zu schweren Entzündungen und Nekrose (z.B. Co, Ni, V; Steineman, 1980).
9 Durch eine Fremdkörperreaktion wird beispielsweise ein subkutaner Glukose-Sensor in seiner Funktion
behindert (Quinn et al., 1995).
10 Hydroxylapatit, ß-Tricalciumphosphat (TCP, Ca3(PO4)2).
11 Bioglas weist gegenüber technischen Gläsern einen niedrigeren SiO2-Gehalt, einen hohen Na2O- und CaO-
Gehalt sowie ein hohes CaO/P2O5-Verhältnis auf.
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bioaktiven Werkstoffe kann die Bioaktivität der Implantate aber auch durch
Oberflächenmodifizierung von Werkstoffen und Werkstücken erreicht werden, da für die
Wechselwirkung eines biokompatiblen Werkstoffes mit Körpergewebe vor allem seine
Oberfläche verantwortlich ist. Neben der Physik spielen dabei auch die Chemie sowie die
Topographie eine wichtige Rolle.
Sowohl die physikalischen, chemischen und topographischen Eigenschaften von Oberflächen
lassen sich durch Erzeugen oder Einführen geeigneter funktioneller Gruppen beeinflussen. So
erhöht sich durch polare Gruppen die Hydrophilie, durch geladene Gruppen ändert sich die
Ladung der Oberfläche. Werden diese Gruppen geordnet eingeführt, beispielsweise durch
lithographische Techniken, so können gezielt Musterungen erhalten werden. Diese
Veränderungen beeinflussen in ihrer Gesamtheit die elektrostatische Wechselwirkung mit und
die Adsorption von umgebenden Molekülen. Im direkten Gewebekontakt ist hier besonders
die Proteinadsorption von Bedeutung, da sie maßgeblich an der Interaktion zwischen
Implantat und benachbarten Zellen beteiligt ist (Zelladhäsion).
Anstelle einer 'zufälligen' Adsorption könnten ausgesuchte Proteine aber auch gezielt zur
Adsorption angeboten werden (pre-coating). Einen Schritt weiter geht der Ansatz, diese
Proteine über geeignete funktionelle Gruppen kovalent zu binden (Signalpeptide oder
Adhäsionsproteine; Massia und Hubbell, 1991).
Die Verfügbarkeit geeigneter Funktioneller Gruppen ist selten ein intrinsisches Merkmal des
Werkstoffes, die Gruppen müssen deshalb meist erst auf der Oberfläche eingeführt werden.
Ganz allgemein wird dazu die Oberfläche in einem ersten Schritt aktiviert, um anschließend
mit einem Molekül zu reagieren, das die gewünschte Funktionalität aufweist oder erzeugt. Die
eingeführte Funktionelle Gruppe kann nun für sich die physikalischen Eigenschaften der
Oberfläche verändern oder dient der weiteren Umsetzung. Beispielsweise kann über diese
Gruppe ein Adhäsionsprotein gebunden werden, das ein gezieltes Anwachsen von Zellen
erleichtert (Hern und Hubbell, 1998). Oder es wird über die Anbindung von
Polyethylenglykol (PEG) eine Hydrogelstruktur erzeugt, die die Adsorption von Proteinen
beeinflußt und somit auch eine Wirkung auf die Zelladhäsion hat.
Durch die sorgfältige Auswahl der kovalent an die modifizierten Oberflächen anzubindenden
Moleküle läßt sich eine Vielzahl bioaktiver Oberflächen generieren. Diese ‘erweiterte‘
Bioaktivität ermöglicht die gezielte Anbindung von Zellen, die Unterbrechung einer Signal-
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Kaskade oder das Freisetzen von Signalen. So können Implantate endothelialisiert,
Entzündungsreaktionen unterdrückt oder Wachstum gefördert werden.
Zumindest die Freisetzung löslicher Antagonisten (Rezeptorblockade) oder Agonisten
(positive Wirkung), erfordert die Anbindung dieser Substanzen über labile Bindungen. Da es
sich bei vielen der anzubindenden Moleküle um Peptide oder Proteine handelt, wirkt sich ihre
Anbindung über Moleküle mit einer abstandhaltenden Funktion, sogenannte 'Spacer', positiv
auf den Erhalt ihrer physiologischen Aktivität aus (Hern und Hubbell, 1998; Kantlehner et al.,
2000). Es eignen sich hierfür also insbesondere Spacer mit einer internen Bindung, die
entweder hydrolytisch oder aber enzymatisch im Körpermilieu gelöst werden kann.
Durch diese Variabilität der Oberflächenmodifizierung ergeben sich ganz neue
Möglichkeiten, maßgeschneiderte Zellträgersysteme (scaffolds) zu entwickeln. Ganz
allgemein gehört dazu die Anpassung intrakorporaler Implantate an die Erfordernisse einer
Zellbesiedlung. Gerade hier bietet sich die Verwendung biodegradierbarer Werkstoffe an, die
der bei Besiedlung expandierenden Extrazellulären Matrix der gewebebildenden Zellen Platz
schaffen könnten. Allerdings wird auch die in vitro Züchtung funktionellen Gewebeersatzes
möglich. Dieser Gewebeersatz kann neben der Verwendung im Körper (Zelltransplantation)
auch als extrakorporales Organoid verwendet werden. In beiden Fällen kann durch eine
schützende, semipermeable Membran eine Abstoßungsreaktion verhindert werden, so daß
auch homologe oder xenologe Zellen Verwendung finden können. Sowohl Gewebekulturen
als auch Organoide können außerdem als Testsysteme bei der Entwicklung pharmazeutischer
Produkte helfen. Dadurch werden Tierversuche vermieden oder aber Versuche mit humanem
Zellmaterial ermöglicht (Langer und Vacanti, 1995). Durch Superstrukturierung der
Zellträgersysteme ist später vielleicht die in vitro-Züchtung ganzer Organe möglich. Erste
Schritte in diese Richtung werden bereits mit Haut- oder Leberersatz unternommen (Yarmush
et al., 1992).
1.2 Biomaterialien in direktem Gewebekontakt
1.2.1 Gewebe und Gewebeorganisation
Die aus den verschiedenen biokompatiblen Werkstoffen hergestellten Implantate kommen
während ihres Einsatzes unweigerlich mit Körpergewebe in Kontakt. Je nach Einsatzort
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werden dabei unterschiedliche Anforderungen an Werkstoff und Werkstück gestellt, da sich
der Gesamtorganismus aus verschiedenen Geweben zusammensetzt, die jeweils ganz
unterschiedliche Aufgaben erfüllen, durch gewebetypisch differenzierte Zellen charakterisiert
sind und je nach Zellumsatz als labil, stabil oder permanent bezeichnet werden. Neben
Epithelgewebe, Muskelgewebe und Nervengewebe stellt das sowohl in Funktion als auch in
der Zusammensetzung heterogene Binde- und Stützgewebe eine Besonderheit dar. Seine
unterschiedlichen Aufgaben - mechanische Unterstützung, Speicherung von Energie und
Verbindung und Ernährung von Organen - werden durch unterschiedliche Zellverbände
erfüllt. Die Zusammengehörigkeit ergibt sich entwicklungsbiologisch, so daß neben den
ortsständigen Geweben auch das frei bewegliche Blutzellsystem dazugerechnet werden kann.
1.2.1.1 Bindegewebe, Stützgewebe und Blut
Bindegewebe umschreibt allgemein einen weitmaschigen Verband verschiedener Zelltypen
(Fibroblasten/Fibrozyten, Mastzellen, Fettzellen (Adipozyten), Makrophagen (Histiozyten)
und Leukozyten), die in reichlich Interzellularsubstanz12 eingebettet sind. Oft ist damit das
lockere Bindegewebe gemeint, das neben den eigentlichen Bindegewebszellen (Fibrozyten
[reife Fibroblasten]) auch Mastzellen, Makrophagen und Eosinophile Granulozyten enthält.
Daneben unterscheidet man weiter das dichte (faserige) Bindegewebe (Sehnen und Bänder)
und das Bindegewebe mit speziellen Eigenschaften (Fettgewebe, elastische Bänder,
retikuläres Bindegewebe).
Stützgewebe wird durch Knorpel und Knochen gebildet. Das Knorpelgewebe wird durch
Chondrozyten gebildet und besteht unter anderem aus Kollagenfasern, Glykosaminoglykanen
und Mineralien und wird unterschieden in Hyalinen- (Nasenscheidewand), Elastischen-
(Ohrmuschel) und Faser-Knorpel (Kiefergelenk).
Knochen werden in lange (Röhrenknochen der Extremitäten), kurze (Wirbelkörper) und
flache/platte Knochen (Schulterblatt) unterschieden. Sie setzten sich aus der äußeren
Kompakta (Kortikalis) und der inneren Spongiosa zusammen und werden außen vom Periost
(Knochenhaut), innen an der Kompakta vom Endost umkleidet (Abbildung 1.2.1).
                                                
12 Die amorphe Extrazellularsubstanz enthält neben den Strukturproteinen (Kollagen, Elastin) auch Proteo-
glykane, die aus einem 'Kernprotein' (core) und daran gebundenen Glykosaminoglykanen (Chondroitinsulfat,
Heparansulfat, Hyaluronsäure) zusammengesetzt sind.
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Abbildung 1.2.1: Schematischer Knochenaufbau; entnommen aus: (Rohen, 1998).
Das Knochengewebe übernimmt strukturelle und metabolische Funktionen (Calcium- und
Phosphatspeicher). Es besteht zu 70 % aus Mineralien (Knochenapatit) und Kollagen (Typ I),
daneben finden sich verschiedene Proteine, die das Knochenwachstum sowie die Verkalkung
steuern. Knochen ist anisotrop, kann sowohl auf Zug als auch auf Druck reagieren und wird
bei Belastung umgebaut. Die am Aufbau beteiligten Zellen sind die Osteoblasten, sowie deren
reife Form, die Osteozyten. Der Umbau geschieht durch die Osteoklasten, die für die
Knochenresorption zuständig sind. Nach einer Fraktur erfolgt die Bildung von
Granulationsgewebe, das durch Knorpelbildung und anschließende Kalzifikation und
Vaskularisierung einen Kallus (überschießendes Neugewebe) bildet, der durch
Remodellierung in den endgültigen Knochen umgebaut wird.
Das aus Plasma und den Blutzellen zusammengesetzte Blut kann ebenfalls als Gewebe
aufgefaßt werden. Es steht über verzweigte Gefäßsysteme mit sämtlichen anderen Geweben
in Verbindung und dient hauptsächlich der Ver- und Entsorgung und der Kommunikation. Die
Blutzellen - Erythrozyten, Thrombozyen und Leukozyten - werden im roten Knochenmark
aus myeloischen und lymphatischen Vorläuferzellen gebildet (Hämatopoese, Abbildung
1.2.2).
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Die im Blut zirkulierenden Leukozyten (Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten) können
aus dem Blutstrom durch die Kapillarwandung (Endothelzellen) in den extravasalen Raum
emigrieren und gehören ebenso wie Plasmazellen, Mastzellen und Makrophagen (Histiozyten)
zu den beweglichen Zellen der Bindegewebe.
Myelopoietische
Stammzelle
Lymphopoietische
Stammzelle
Pluripotente
StammzelleB-Lymphozyt
T-Lymphozyt
Megakaryozyt
Erythrozyt
Monozyt
Neutrophiler
Granulozyt
Basophiler
Granulozyt
Eosinophiler
Granulozyt
Thrombozyt
Mastzelle
Plasmazelle
Abbildung 1.2.2: Hämatopoese; nach (Thews et al., 1999).
Die an Hämoglobin reichen Erythrozyten dienen in erster Linie dem Sauerstofftransport und
haben ebenso wie die Thrombozyten keinen Zellkern. Die Thrombozyten sind für die
Hämostase verantwortlich. Durch Oberflächenkontakt mit subendothelialen Strukturen
(Basallamina, Kollagen, Fremdoberflächen) werden sie aktiviert und setzen
Gerinnungsfaktoren und Entzündungsmediatoren frei.
Die Leukozyten - Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten - können morphologisch oder
über Differenzierungsantigene (CD-System) unterschieden werden. Nach der
Kernmorphologie unterscheidet man mononukleäre Leukozyten (Lymphozyten und
Monozyten) und polymorphkernige Leukozyten (Granulozyten). Sie übernehmen im Körper
durch Antikörperbildung, zytotoxische Aktivität und Phagozytose Abwehr- und
Entsorgungsfunktionen.
Granulozyten lassen sich durch Anfärben ihrer Granula in Neutrophile-, Basophile- und
Eosinophile Granulozyten unterscheiden, nach der Form ihrer Kerne in Stab- und
Segmentkernige Granulozyten (junge und reife Granulozyten). Die Neutrophilen
Granulozyten, oft als PMNs (polymorphonuclear neutrophils) bezeichnet, stellen mit etwa 50
-75% der gesamten Leukozyten die größte Population und sind neben den aus emigrierten
Monozyten gebildeten Makrophagen die wichtigsten phagozytierenden Zellen. Die Granula
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enthalten verschiedene Enzyme, die bei Vereinigung mit den durch Phagozytose entstandenen
Phagosomen zum Verdau des internalisierten Fremdkörpers beitragen.
Lymphozyten lassen sich vor allem durch ihre Oberflächenantigene in B-Lymphozyten, T-
Lymphozyten und NK-Zellen ('natural killer') unterscheiden. Die T-Lymphozyten werden
weiter in T-Helferzellen (Kontrolle der Antikörperproduktion, Unterstützung der
Phagozytose) und zytotoxische T-Zellen (Lyse und Apoptoseeinleitung) unterteilt, die B-
Lymphozyten dienen nach ihrer Transformation zu Plasmazellen der Antikörperproduktion.
Die NK-Lymphozyten schließlich dienen der antikörpervermittelten Zell-Lyse (Perforine,
Granzyme).
1.2.1.2 Gewebeorganisation
Gewebe als Verbände gleichartiger Zellen können nur entstehen, wenn diese miteinander
kommunizieren und einen Zusammenhalt bilden. Dazu stehen die Zellen über direkte und
indirekte Kontakte in Verbindung. Die zwischen den Zellen befindlichen Interzellularräume
werden durch die Extrazelluläre Matrix (ECM) ausgefüllt, die aus Proteoglykanen, Faser- und
Glykoproteinen besteht und der räumlichen Organisation, dem Schutz und der Ernährung
sowie der Kommunikation (Übertragung von Signalen) der Zellen dient. Viele Zellen werden
von einer Basalmembran, die ebenfalls der extrazellulären Matrix angehört, entweder
einseitig (Endothelzellen) oder ganzseitig (Fettzellen) umgeben (Fibroblasten sind aber
beispielsweise nicht von Basalmembranen umgeben). Die Basalmembran setzt sich (bei
Epithelgwebe) aus vier unterschiedlichen Zonen zusammen, an die sich die lamina propria als
Teil des Bindegewebes anschließt (Abbildung 1.2.3):
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Abbildung 1.2.3: Schematischer Aufbau einer Basalmembran; entnommen aus (Junqueira und Carneiro, 1996).
Die Wechselwirkung zwischen den Zellen und der sie umgebenden Matrix erfolgt
bidirektional über Zelloberflächenproteine (Adhäsionsrezeptoren) sowie die in der Matrix
immobilisierten oder mobilen Glykoproteine (Adhäsionsproteine und Signalproteine), die
sowohl eine Verankerung als auch eine biochemische und biomechanische
Signalübermittlung ermöglichen.
Zu den Adhäsionsrezeptoren zählen neben den Cadherinen (homophile Zell/Zell-
Wechselwirkung) und Selektinen (heterophile Zell/Zell-Wechselwirkung) auch die Proteine
der Immunglobulin Superfamilie (CAMs13, homophile und heterophile Zell/Zell-
Wechselwirkung) sowie die Integrine (heterophile Zell/Zell- und Zell/Matrix-
Wechselwirkung). Integrine sind Protein-Dimere, die sich aus nicht kovalent verbundenen α-
und β-Untereinheiten (mindestens 21 Kombinationen; Wilson, 1996) zusammensetzen.
Die Zell-Matrix-Kontakte erfolgen mit den (neben Kollagen) in der Matrix befindlichen
Glykoproteinen (Laminin, Fibronektin u.a.). Fibronektin kann sowohl an Integrine (Zellen)
als auch an Kollagen (Matrix) binden, so daß eine Verbindung der Zellen mit der
extrazellulären Matrix auch dann erfolgt, wenn keine Basallamina vorhanden ist (Abbildung
1.2.4).
                                                
13 Cell Adhesion Molecules
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Laminin, ein über Disulfidbrücken verbundenes Trimer weist ebenfalls unterschiedliche
Bindungsdomänen sowohl für die Bindung an Kollagen, Glykosaminoglykane
(heparinbindende Domäne, wenig spezifisch) und Integrine (Epithel- und Endothelzellen) auf
(RGD- oder SIKVAV- Motiv).
Abbildung 1.2.4: Schematische Darstellung der Extrazellulären Matrix (Darnell et al., 1994).
1.2.2 Entzündungsreaktionen
Die typischen (makroskopischen) Merkmale einer akuten Entzündung sind lokale Rötung,
Schwellung, Überwärmung und Schmerz. Auf zellulärer Ebene spielen sich dabei je nach
Typus der Entzündung (exsudativ, proliferativ, granulomatös) unterschiedliche Vorgänge ab,
die allerdings nach einem ähnlichen Schema ablaufen.
Die Entzündung dient der Beseitigung einer endogenen oder exogenen Noxe und der durch
sie eventuell erfolgten Gewebeschädigung durch daran anschließende Wiederherstellung
(reparative Regeneration). Ausgelöst wird eine Entzündung durch einen in den Körper
eingedrungenen oder eingebrachten Fremdkörper (wenn er als solcher erkannt wird) oder aber
die Schädigung körpereigener Zellen. Die Steuerung der Entzündung geschieht über ein
komplexes Netzwerk aus Mediatoren und Zytokinen (Protein-Mediatoren, die in Zielzellen
rezeptorvermittelt spezifische Wirkungen ausüben).
Ortsständige Gewebemakrophagen (bei Fremdkörperkontakt) oder geschädigte Fibroblasten
bilden Entzündungsmediatoren. Diese wirken auf Endothelzellen, die nach ihrer Aktivierung
weitere Zytokine bilden und Adhäsionsmoleküle (Selektine) auf ihrer Oberfläche
präsentieren. Durch lokale Erweiterung der Blutgefäße kommt es zu einer Verlangsamung des
Blutstroms, so daß sich Leukozyten (Phagozyten) über die Selektine an das Endothel anlagern
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können. Nach der Anlagerung emigrieren die Phagozyten (PMNs, Monozyten) durch
Diapedese (Extravasation) aus den Gefäßen (postkapilläre Venolen) ins Gewebe
(Extravasalraum) und migrieren, geleitet durch chemotaktische Substanzen (Peptide und
Polysaccharide von Mikroben, Zytokine, Komplementfaktoren und Mediatoren, an den Ort
der Entzündung (schnelle Antwort durch Granulozyten, später Monozyten/Makrophagen).
Diese Vorgänge werden zusammengefaßt als Rekrutierung bezeichnet. Durch die gesteigerte
Durchblutung und Permeabilität der Kapillaren (Histamin) erfolgt außerdem ein Einstrom von
Plasmaproteinen (Immunglobuline, Komplementfaktoren, Fibrinogen) und schließlich auch
die Einwanderung von Lymphozyten. Durch die anwesenden Phagozyten werden der/die
Fremdkörper sowie eventuelle Zelltrümmer phagozytiert. Gleichzeitig erfolgt im Sinne einer
Steuerung des Ausmaßes der Entzündung die Freisetzung verschiedener Zytokine und
Mediatoren. Eine Übersicht verschiedener Mediatoren gibt Tabelle 1.2.1.
Tabelle 1.2.1: Übersicht Entzündungsmediatoren - Beeinflußung der Blutversorgung, der vaskulären
Permeabilität sowie Chemotaxis und Aktivierung der Leukozyten und anderer Zellen
Mediator Herkunft
Histamin Mastzellen
Serotonin Thrombozyten
Plättchenaktivierungs-Faktor Neutrophile, Makrophagen
Neutrophilen-chemotaktischer Faktor Mastzellen
Interleukin 8 Lymphozyten
Komplement-Faktoren C3a, C5a Komplementsystems
Eikosanoide: Prostaglandine Cyclooxygenase-Pathway
Leukotriene Lipoxygenase-Pathway
Bradykinin Kallikrein-Kinin-System
Fibrinabbauprodukte Gerinnungssystem
f-Met-Leu-Phe Bakterien
Reaktive Sauerstoff-Spezies Phagozyten
Die in den Blutkreislauf gelangenden Zytokine und Akute-Phase-Proteine (C-reaktives
Protein, Protease-Inhibitoren, Transportproteine, Gerinnungsfaktoren, Komplement-
Komponenten) lösen systemische Reaktionen aus.
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Zu den Zytokinen gehören:
- Interleukine (IL)
- Interferone (INF)
- Tumor-Nekrose-Faktoren (TNF)
- Koloniestimulierende Faktoren (CSF)
- Wachstums-Faktoren (GF)
- Migrations-Inhibitions-Faktor (MIF)
- Stammzellfaktor (SCF), Erythropoietin (EPO), Thrombopoietin (TPO)
Nach erfolgter Phagozytose vereinigt sich das Phagosom mit den in den Phagozyten
vorhandenen Granula (Lysosomen), so daß die nun im Phagolysosom befindlichen Partikel
durch verschiedene Enzyme (Hydrolasen) und enzymatisch erzeugte reaktive
Sauerstoffspezies (Superoxidanionradikal, Stickstoffmonoxid und Folgeprodukte) abgebaut
werden können. Zur Aufrechterhaltung eines antimikrobiellen Milieus wird ein Teil der
reaktiven Sauerstoffspezies und Enzyme (die außerdem einen Abbau der Matrix bewirken, so
daß nach Einwandern der Fibroblasten neues Granulationsgewebe Platz findet), aus den
Phagozyten freigesetzt. Im Idealfall wird das schädigende Agens rasch beseitigt, die Reaktion
klingt ab und das zerstörte Gewebe wird wiederhergestellt. Bei andauernder Stimulation
können sich die Gewebsmakrophagen in epitheloide Zellen umwandeln, die nach
Verschmelzung Fremdkörperriesenzellen bilden.
Hält ein schädigender Reiz längere Zeit an, so kommt es zur Aktivierung der spezifischen
Abwehr, an der neben dem Komplementsystem und den durch Plasmazellen erzeugten
Antikörpern vor allem die B-Lymphozyen sowie die T-Lymphozyten und die NK-Zellen
beteiligt sind. Sowohl die unspezifische (angeboren) als auch die spezifische (erworben)
Abwehr erfolgt kooperativ humoral und zellulär, beide sind dabei nicht unabhängig
voneinander. Letztlich gelingt durch Opsonierung eine Neutralisation (Präzipitation,
Agglutination, Immobilisation), durch Phagozytose eine Beseitigung von Fremdkörpern.
Ganz ähnlich sind die Abläufe während der Wundheilung. Eine Wunde entsteht, wenn
Deckgewebe beschädigt oder Bindegewebe getrennt wird. Zusätzlich spielen hier allerdings
auch die Thrombozyten eine wichtige Rolle (Hämostase). Parallel zur Kontrolle der
Blutstillung und Blutgerinnung (plasmatisches Gerinnungssystem) tragen sie durch die
Freisetzung von Entzündungsmediatoren ebenfalls zur Modulation der Entzündung und über
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die Beeinflußung der Fibroblastenproliferation zur Wundheilung bei. Die zur Wundheilung
notwendige Fibrinolyse geschieht mit Hilfe von Proteasen (Urokinase, Plasmin).
Unterteilt man die Wundheilung in Substrat-, Proliferations- und Differenzierungsphase, so
versteht man unter der Substratphase einmal die sich direkt an die Verwundung
anschließenden Vorgänge (exsudative Phase) und außerdem die zur Wundheilung notwendige
Resorption der Blutgerinnsel und nekrotischen Gewebes (resorptive Phase). Das Debridement
(Wundausschneidung) erfolgt (neben der induzierten Fibrinolyse) vorwiegend durch
Makrophagen (Phagozytose von Detrius) in einem durch Sauerstoffradikale und
Stickstoffmonoxid antimikrobiellen Milieu.
Während der Proliferationsphase kommt es zur Einwanderung und Aktivierung von
Fibroblasten und zur Kapillarsprossung des Endothels (Angiogenese). Die Fibroblasten
produzieren Glykoproteine, Proteoglykane und schließlich Kollagen (Matrixsynthese), so daß
junges Bindegewebe (Granulationsgewebe) entsteht. Schließlich kommt es in der
Differenzierungsphase durch die Verminderung der Zellzahl, verstärkte Produktion von
Interzellularsubstanz (faserreiches Bindegewebe) sowie eine dynamische Remodellierung zur
Bildung von Narbengewebe.
1.3 Entzündungsinduzierte Modifikationen an Proteinen
1.3.1 Vorkommen und Reaktionen von Radikalen im Organismus
Radikale sind Moleküle oder Atome mit zumindest einem ungepaarten Elektron. Sie sind im
Allgemeinen bestrebt, sich rasch mit anderen Molekülen oder Atomen zu verbinden und
lassen sich durch Energiezufuhr (Thermolyse, Photolyse, Radiolyse) oder durch
Redoxreaktionen mit Einelektronenübergängen generieren. Sie können rekombinieren,
dimerisieren, disproportionieren und sich umlagern. Die in Gegenwart 'Organischer
Verbindungen' maßgeblichen Radikale sind Alkyl-Radikale (C-Radikale) sowie verschiedene
Hetero-Radikale (O-, N-, S-Radikale), typische Reaktionen sind die Addition an C=C-
Doppelbindungen (Halogenierung, im weiteren Sinne auch Polymerisation) sowie die
Substitution nach einem Abstraktions/Substitutions(Additions)-Mechanismus bei Aliphaten
bzw. eines Additions/Eliminierungs-Mechansimus bei Aromaten. Eines der ersten genauer
untersuchten Radikale war das relativ langlebige Triphenylmethyl-Radikal (1900), das über
Delokalisierung stabilisiert ist. Ein weiteres über Delokalisierung stabilisiertes Radikal ist das
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1,1-Diphenyl-2-pikrylhydrazyl-Radikal (DPPH 9), das außerdem aufgrund seiner Sterik nicht
mit sich selber reagieren kann (wohl aber mit anderen Radikalen).
N N  NO2
O2N
O2N
DPPH   9
Durch ihr ungepaartes Elektron lassen sich Radikale mittels Elektronenspin-Resonanz
Spektroskopie nachweisen. Schnellebige Radikale können dazu durch Spintrapping14
stabilisiert und so der Untersuchung zugänglich gemacht werden.
C N O C N O  
XX  
Abbildung 1.3.1: Stabilisierung eines Radikals durch Spintrapping
Radikale spielen bei vielen physiologischen Reaktionen als Intermediate (katalytische Zentren
in Enzymen, Elektronenübertragungsreaktionen) sowie als Signalmoleküle (NO)15 eine
wichtige Rolle. Neben den durch exogenen Einfluß (ionisierende Strahlung, Metabolisierung
von Xenobiotika) im Körper erzeugten Radikalen tragen vor allem die Vorgänge in der
mitochondrialen Atmungskette (Sauerstoff-Metabolismus) zur endogenen Radikalbelastung
bei (Cadenas, 1995). Dabei spielt aufgrund der strikten Kontrolle (Buse et al., 1999) aber
nicht die Cytochrom-c-Oxidase (Komplex IV) mit der Reduktion von Sauerstoff durch vier
Einelektronenübergänge die entscheidende Rolle. Vielmehr das durch die NADH-
Dehydrogenase (Komplex I) sowie die Succinat-CoQ-Reduktase (Komplex II) reduzierte
Ubichinon (Q), das der Übertragung von Elektronen auf den Einelektronenakzeptor Cyt b in
der CoQ-cytochrom-c Reduktase (Komplex III) dient (Abbildung 1.3.2).
                                                
14 Als Spintrap bezeichnet man Verbindungen (Radikalfänger), die mit kurzlebigen Radikalen zu relativ stabilen
Radikalen reagieren.
15 Stickstoffmonoxid, früher als Endothelium-Derived Relaxing Factor (EDRF) bezeichnet (Moncada et al.,
1988) wirkt in den Blutgefässen, im Gehirn und im Magen-Darm-Trakt (Ignarro et al., 1999).
R. 1
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Abbildung 1.3.2: Redoxzustände des Ubichinons im Q-Zyklus.
Das dabei in diesem Q-Zyklus auftretende Semichinon-Radikal kann durch Di-Sauerstoff
unter Bildung eines Superoxid-Anion-Radikals oxidiert werden (Finkel und Holbrook, 2000)
(Abbildung 1.3.3).
QH. Q
O2.-O2
Abbildung 1.3.3: Oxidation des Semichinon-Radikals unter Bildung von Superoxid-Anion-Radikalen.
Auf diese Weise werden bis zu 2% des insgesamt in der Atmungskette umgesetzten
Sauerstoffs in das Superoxid-Anion-Radikal umgewandelt (Boveris und Chance, 1973). Auch
die Molybdän-abhängige Xanthin-Oxidase (XO) trägt, sowohl indirekt (Abbildung 1.3.4) als
auch direkt (R. 2), zur Radikalbelastung bei (Lacy et al., 1998):
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XO;     O2 + H2O
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Abbildung 1.3.4: Bildung von Wasserstoffperoxid durch die Umwandlung von Hypoxanthin zu Harnsäure.
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Außer Wasserstoffperoxid kann auch das Superoxid-Anion-Radikal freigesetzt werden (R. 2):
+•− ++→++ H2O2Harnsäure2OO HXanthin 2
XO
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Das Superoxid-Anion-Radikal disproportioniert entweder spontan oder aber durch K
zum weit weniger reaktiven Wasserstoffperoxid (R. 3). Die spontane Disproportionie
konjugierten Säure (Hydroxylperoxyl-Radikal, pKa 4,6) verläuft auch ohne Katalys
rasch.
2222 OHOHO 2 +→+
+•−
Die Katalyse geschieht dabei durch die Superoxid-Dismutase (SOD), die als MnS
allem in den Mitochondrien, als CuZnSOD im Cytosol zu finden ist. Das ents
Wasserstoffperoxid wird durch die Catalase (CAT), einem ebenfalls in den Mitoch
und dem Cytosol auftretenden Enzym, zu Wasser und Sauerstoff umgesetzt (R. 4)
22
CAT
22 OO H2O H2 +→
Ein weiteres wichtiges Enzym zur Vermeidung einer Schädigung des Organismus du
Radikale ist die im Cytosol befindliche spezifische Selen-abhängige Glutathion-Pe
(GPOX) (sowie die Glutathion Transferase (GSTs), die ebenfalls Peroxidase-A
aufweist) (R. 5).
OHROHSGGSGSH 2ROOH 2
GPOX ++− →+
Sowohl die SOD, CAT und GPOX als auch die nicht-Proteine Ascorbinsäure
Tocopherol 11, β-Carotin oder Glutathion werden als primäre Antioxidantien bezeich
sollen eine radikalinduzierte Schädigung an Proteinen, Lipiden und DNA16 nach Mög
                                                
16 Die in (Podmore et al., 1998) beschriebene erhöhte Oxidationsrate der DNA nach Einnahme größere
Vitamin C zeigt, daß auch Antioxidantien nicht ausschließlich positive Eigenschaften aufweisen.
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verhindern. Kommt es dennoch zu Schädigungen, so werden diese - wenn möglich - durch
sekundäre Antioxidantien (Reparatur-Enzyme) behoben oder begrenzt.17
O
OHOH
OCH
CH2
OH
OH
O
OH
α-Tocopherol
Ascorbinsäure 10
11
Das durch die Reaktionen der Xanthin-Oxidase sowie unter Einfluß der Superoxid-Dismutase
entstehende Wasserstoffperoxid kann durch Aufnahme eines Elektrons zum überaus reaktiven
Hydroxyl-Radikal reduziert werden, das aufgrund seines großen Standard-
Reduktionspotentials (E°' = 2,31 V)18 in der Lage ist, die meisten in seiner direkten
Nachbarschaft befindlichen Molekül zu oxidieren. Das zur Reduktion übertragene Elektron
stammt dabei entweder vom Superoxid-Anion-Radikal (R. 6) oder aber von einem
Übergangsmetall-Ion (FeII, CuI) (Fenton-Reaktion, (Fenton, 1894; Vissers und Winterbourn,
1991a; Vissers und Winterbourn, 1991b)).
222
-
2 OOHOHOHO ++→+
−••
Neben der beständigen endogenen Radikalbelastung tragen in besonderem M
Vorgänge während der zellulären Abwehr von Fremdkörpern zum Oxidativen St
Organismus bei.
                                                
17 Neben der exogenen Radikalbelastung trägt in besonderem Maße auch die endogene Radikalbel
vielen Prozessen bei, die mit pathologischen Veränderungen und im Besonderen mit Alterung in V
gebracht werden (Theorie der Freien Radikale). Daneben werden für diese Vorgänge aber auch andere
diskutiert (Abnutzungstheorie, genetische Determiniertheit, replikative Senescence).
18 E°' = (E) pH=7, CRED=COX
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Im Mittelpunkt stehen dabei die NADPH-Oxidase sowie die iNO-Synthase (induzierbare NO-
Synthase, eine von drei Isoformen), die beide in Phagozyten (Neutrophile Granulozyten und
Makrophagen) vorkommen und für den sogenannten 'respiratory burst' 19 verantwortlich sind
(Abbildung 1.3.5).
NADPH Oxidase
iNO Synthase
.O2-
.NO
HOONO
Superoxid Dismutase
H2O2 Katalase
2 H2O + O2Myeloperoxidase
HOCl Cl
-
[Fe2+]
.OH
Abbildung 1.3.5: Übersicht der durch die NADPH-Oxidase sowie die iNO-Synthase gebildeten Radikale sowie
daraus gebildeter Folgeprodukte.
Die NADPH-Oxidase ist ein Enzymkomplex, der sich aus einem membrandurchspannenden
Heterodimer und verschiedenen cytosolischen Proteinen zusammensetzt (Abbildung 1.3.6).
Das Heterodimer ist ein Flavo-Hämprotein mit einem Cyt b558 und befinden sich vor der
Assemblierung der Oxidase in sekretorischen Vesikeln und den spezifischen Granula (Babior,
1999). Den kompletten Enzymkomplex findet man sowohl in der Plasmamembran sowie in
den Membranen der Phagolysosomen. Die Maximale Aktivität der Oxidase wird etwa drei
Minuten nach ihrer Aktivierung beobachtet, nach etwa einer Stunde hört die Bildung von
Superoxidanionradikalen auf.
                                                
19 Während der Aktivierung der PMNs kann ein sprunghafter Anstiegt des Sauerstoff-Verbrauchs nachgewiesen
werden ("respiratorischer Schub").
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FAD
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2O2NADPH/H+
NADP+
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Abbildung 1.3.6: Schematische Darstellung der NADPH-Oxidase.
Von der NO-Synthase sind bei Säugetieren bisher drei Isoformen bekannt, die neuronale NOS
(NOS-I; nNOS), die endotheliale NOS (NOS-III; eNOS) sowie die induzierbare NOS (NOS-
II; iNOS). Alle drei Synthasen sind in der Lage, aus L-Arginin unter Sauerstoffverbrauch NO
zu generieren, das als Mediator in vielen verschiedenen biologischen Prozessen fungiert und
dort vaskulare, neurologische sowie immunologische Reaktionen steuert. Das Enzym ist ein
Homodimer und enthält FAD, FMN sowie Häm (Parkinson, 1997) (Abbildung 1.3.7).
FAD
FMN
FAD
FMN
Häm
Häm
CaM
CaM
Abbildung 1.3.7: Schematische Darstellung der NO-Synthase; CaM - Calmodulin
Als Cofaktor dient Tetrahydrobiopterin (BH4) (allosterischer Regulator), als Substrate dienen
NADPH, O2 sowie L-Arginin. Für maximale Aktivität werden in vitro zudem noch reduzierte
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Thiole (Dithiothreitol, ß-Mercaptoethanol, Glutathion) benötigt. Die konstitutiven NOS-I und
-III werden reversibel durch Ca2+/Calmodulin aktiviert, die induzierbare NOS-II enthält
Calmodulin (CaM) als integrale Untereinheit und wird nicht durch Ca2+ aktiviert. NOS-I und -
III sind membran-assoziiert. Über NOS-II ist noch wenig bekannt, es ist jedoch klar, daß sie
in der Abwehr und bei Entzündungen eine wichtige Rolle spielt. Die Umsetzung von L-
Arginin zu L-Citrullin und NO erfolgt in einer Zweistufen-Reaktion, das Stickstoffmonoxid
stammt dabei aus der Guanidino-Gruppe des Arginins (Griffith und Stuehr, 1995) (Abbildung
1.3.8).
H3N+
O
NH
NH2+
NH2
O
NH3+
O
NH
NHOH+NH2
O NH3+
O
NH
NH2
O
O
NADPH/H+, O2
+ NO
Arginin Nω-Hydroxyarginin Citrullin
- H2O
1/2 NADPH/H+, O2
- H2O
+ H+
Abbildung 1.3.8: Reaktionsschema der NO-Bildung aus L-Arginin.
Stickstoffmonoxid wird in wäßrigen Lösungen langsam zum Nitrit-Anion, anschließend zum
Nitrat-Anion oxidiert20. Trifft NO allerdings auf ein Superoxidanion-Radikal, so kann es zur
Peroxosalpetrigen Säure reagieren (R. 7). Die Säure selber ist instabil, nicht aber das Anion.
−•−•
→+ ONOOONO 2 ONOOH
Ein weiteres Enzym, das eine wichtige Rolle bei der Fremdkörperabwehr spielt, ist di
Polymorphkernigen Granulozyten zu findende Myeloperoxidase (MPO). Das 
katalysiert die Reaktion von Wasserstoffperoxid und Chloridionen zu Hypochlorig
(R. 8) (Vissers und Winterbourn, 1991a; Vissers und Winterbourn, 1991b) und befin
in den spezifischen Granula. Durch die Vereinigung der Granula mit einem Phagosom
in das entstehende Phagolysosom freigesetzt.
                                                
20 Nitrit, oftmals über die Griess-Reaktion im Urin nachgewiesen und bestimmt, gilt denn auch als Ind
eine im Körper auftretende Entzündung.R. 727
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OHHOClHClOH 2
MPO
22 + →++
+−
Die an sich schon reaktive Hypochlorige Säure kann durch die Reaktion m
Superoxidanion-Radikal in das weitaus reaktivere Hydroxyl-Radikal überführt werde
2
-
2 OClOHOHOCl ++→+
−••
Diese Reaktion ist deshalb besonders interessant, da die Hypochlorige Säure auf die
als "Transporter" für OH-Radikale, die ansonsten nur eine geringe mittlere freie W
hätten, fungieren kann (Saran et al., 1999). Trifft ein durch Oxidation entstanden
Anion auf ein Molekül Hypochlorige Säure, so entsteht außerdem das sehr
Nitrylchlorid Cl-NO2 (R. 10) (Eiserich et al., 1996; Eiserich et al., 1998).
ClNONOHOCl 2
-
2 →+
1.3.2 Einwirken reaktiver Spezies auf Proteine
Die korporale Antwort auf Implantate kann durch die bioaktive Ausstattung der I
Oberflächen mit physiologisch aktiven Peptiden oder Proteinen positiv beeinflußt we
so ausgestatteten Oberflächen können (neben mechanischer Beschädigung) allerdin
die beim Einsetzen des Implantates auftretenden entzündlichen Reaktion
Modifizierung erfahren, die eine gewünschte Reaktion mindert oder aber ganz verhin
Veränderungen an den Proteinen während einer solchen entzündlichen Reaktion
durch aus den Neutrophilen Granulozyten oder den Makrophagen freigesetzte Enz
Reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS) verursacht. Die Reaktiven Sauerstoff-Spezies l
im Wesentlichen von nur zwei Molekül-Spezies ab, dem Superoxid-Anion-Radi
sowie dem Stickstoff-Monoxid-Radikal (NO). Die aus dem NO-Radikal hervor
Spezies werden manchmal auch als Reaktive Stickstoff Spezies (RNS) bezeichnet.
Ausgehend vom Superoxid-Anion-Radikal, das entweder spontan oder aber durch Ka
Wasserstoffperoxid dismutiert, entstehen im Zusammenwirken mit reduktiven Me
mit NO sowie durch die Reaktion der Myeloperoxidase eine Vielzahl ROS, die a
Lage sind, Proteine zu verändern.
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Das aus Wasserstoffperoxid und FeII, CuI oder O2.- entstehende Hydroxylradikal ist dabei,
neben der Hypochlorigen Säure (HOCl) und der Peroxosalpetrigen Säure (HOONO), das
eigentlich schädigende Agens (Abbildung 1.3.9).
O
2-  
H2O2
O  N
HOONO
O  H
HOCl
Cl-NO2
NO2-
Abbildung 1.3.9: Übersicht der wichtigsten "Reactive Oxygen Species" (ROS).
1.3.2.1 Reaktionen des Hydroxylradikals
Aufgrund seines großen Redoxpotentials ist das Hydroxylradikal in der Lage, mit nahezu
allen in seiner Umgebung befindlichen Molekülen zu reagieren, wobei die Reaktionen im
Allgemeinen sehr schnell ablaufen.
Durch den Angriff eines OH-Radikals an einem α-C-Atom einer Peptidkette wird unter
Wasserbildung ein Wasserstoff-Atom abstrahiert. Das dabei gleichzeitig gebildete Alkyl-
Radikal führt in Abwesenheit von Disauerstoff durch Dimerisierung zu intra- und
intermolekularer Quervernetzung der Peptidketten. In Gegenwart von Disauerstoff wird dieser
unter Bildung eines Peroxyl-Radikals angelagert (R. 11):
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Ausgehend vom Peroxyl-Radikal führen unterschiedliche Reaktionen über eine Vielzahl
Intermediate letztlich zur Bildung eines Alkoxyl-Radikals. Dieses kann entweder zum
Hydroxylderivat 12 reduziert werden, oder aber zur Fragmentierung der Peptidkette führen.
Die Fragmentierung über ein Imino-Derivat führt zur Bildung eines Amins sowie eines α-
Ketoacyls 13. Die Fragmentierung über eine ß-Spaltung führt zur Bildung eines Diacylamins
sowie eines Isocyanats 14, das weiter zu einem Amin und CO2 hydrolysiert wird 21.
R N
H
O R'
O
N
H
R
O  
R N
H
O R'
O
N
H
R
O
H
R NH2
O
R N
H
O O
R'
O
O
N
H
RR'
O C N R
Alkoxyl-Radikal
12
Hydroxyl-Derivat
+ 13
+ 14
Amin-Derivat
α-Ketoacyl-Derivat
Isocyanat-DerivatDiacylamin-Derivat
Abbildung 1.3.10: Reaktionsmöglichkeiten des Alkoxylradikals..
Durch den Angriff eines Hydroxylradikals an der Peptidkette kommt es also zur
Quervernetzung, Hydroxylierung und Fragmentierung der Kette. Die durch Fragmentierung
entstehenden α-Ketoacyle 13 sind - zusammen mit anderen Carbonyl-Funktionen - Teil der
durch Oxidativen Stress bedingten "Protein-Carbonylierung", deren Ausmaß eine Aussage
über den Grad der Schädigung durch ROS zuläßt.
Eine Fragmentierung der Peptidkette kann auch durch die direkte Oxidation der Seitenketten
der Aminosäurereste durch das Hydroxyl-Radikal (wobei es ebenfalls zur Bildung von Alkyl-
Hydroxylen kommen kann) erfolgen.
                                                
21 Die Reaktion des Isocyanats mit einer Hydroxylverbindung führt zu einem Alkyl-Urethan, mit einem Amin zu
dem entsprechenden Alkyl-Harnstoff.
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So führt die Oxidation von Glutaminsäure- (R. 12) oder Prolin-Seitenketten (R. 13) durch das
OH-Radikal unter Bingungsbruch der Peptidkette zur Bildung eines N-Pyruvyl- bzw. 2-
Pyrrolidon-Derivates (Berlett und Stadtman, 1997; Dean et al., 1997; Stadtman, 1993).
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Die Reaktion des Hydroxyl-Radikals mit aromatischen Aminosäuren (Phe, Tyr, Trp u
führt im Allgemeinen zu Hydroxylierungen des Aromaten. Tryptophan wird auße
Formylkynurenin bzw. Kynurenin 15 oxidiert, mit Tyrosin kommt es zur Bildu
Dityrosin 16 und aus Histidin entsteht 2-Oxohistidin 17 (Lewisch und Levine, 1995;
und Kawakishi, 1993).
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Außer der durch Fragmentierung erfolgenden Bildung der α-Ketoacyl-Derivate (α-am
pathway, Glutamyl-Seitenkettenoxidation) findet Carbonylierung auch durch 
Oxidation der Seitenkette (Histidin) oder aber durch die Reaktion aktivierter C
Derivate (Reaktionsprodukte der Lipoxidation und der Oxidation reduzierender Zuc
den Proteinen statt.R. 12R. 1331
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Tabelle 1.3.1: Direkte Oxidation der Seitenketten der Aminosäurereste in Peptiden und Proteinen durch OH-
Radikale (ionisierende Strahlung).
Aminosäure-Rest Oxidations-Produkt
Met Methionin-Sulfoxid
Glu N-Pyruvyl-Derivat(Fragmentierung)
Arg Glutamin-Semialdehyd
Pro Glutamin-Semialdehyd, 4-Hydroxyprolin,2-Pyrrolidon (Fragmentierung)
Lys 2-Amino-Adipinsäure-Semialdehyd
Trp N-Formylkynurenin, Kynurenin 15,Monohydroxy-Derivate
His 2-Oxohistidin 17
Tyr 3,4-Dihydroxyphenylalanin,Dityrosin 16
Da die Bildung des Hydroxylradikals unter physiologischen Bedingungen vor allem auf der
Reaktion von Wasserstoffperoxid mit geeigneten reduzierenden Agenzien (z.B.
Übergangsmetallionen) beruht22, entsteht dieses Radikal vor allem 'site specific', also an
seinem Wirkungsort. Zu den bevorzugten Zielen zählen vor allem Histidin, Arginin, Lysin,
Prolin sowie Methionin und Cystein, nicht aber Tryptophan, Tyrosin oder Phenylalanin
(Stadtman, 1993).
1.3.2.2 Reaktionen der Hypochlorigen Säure
Die schwache Säure (pKa = 7,5) zeigt neben ihrer allgemein oxidierenden Wirkung (E°' = 1,1
V)23 besonders gegenüber (aktivierten) Aromaten eine große Reaktivität: die Reaktion mit
Tyrosin führt zu unterschiedlichen Chloro-Derivaten, vor allem zu 3-Chlorotyrosin 18.
                                                
22 'Metallkatalysierte Oxidation' (MCO)
23 Durch das Gleichgewicht  HOCl + H+ + Cl- = Cl2 + H2O  kommt es zur Bildung von Chlor, das noch stärker
oxidierend wirkt.
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24 Auch H2O2 sowie HO2. sind in der Lage, Membranen zu durchquer
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Der genaue Mechanismus dieser Reaktionen ist noch nicht abschließend geklärt,
Untersuchungen weisen aber darauf hin, daß nicht freie Radikale (HO. und NO2.), sondern
vielmehr angeregte Zustände eine Rolle spielen, die - ohne physikalische Trennung - einer
homolytischen (HO./NO2.) oder aber einer heterolytischen (HO-/NO2+) Spaltung ähneln. So
wird die oxidierende Wirkung einem schwingungsangeregten Zustand in trans-Konformation
zugeschrieben („homolytische Spaltung“), die nitrierende Wirkung der cis-Konformation (20)
(Übergangsmetall-katalysierte „heterolytische Spaltung“) (Beckman, 1996).
H
O O
N O H
O O
N
O
trans cis
20
Auch die Peroxosalpetrige Säure ist in der Lage, Membranen zu durchqueren.
1.4 Aufgabenstellung
Wie oben dargestellt, reagieren die unterschiedlichen Körpergewebe auf einen Fremdkörper
durch ein komplexes Zusammenspiel unterschiedlicher immunologischer und reparativer
Antworten. Handelt es sich bei diesem Fremdkörper um ein Implantat, so hängt das Ausmaß
der Antwort entscheidend von dessen Oberflächeneigenschaften ab. Am günstigsten erweist
sich eine bioaktive Oberfläche, die entweder intrinsische Eigenschaft des verwendeten
Werkstoffes ist, oder aber durch entsprechende Modifizierung einer bioinerten Oberfläche
erhalten werden kann.
Ein wichtiges Mittel zur Generierung einer bioaktiven Oberfläche ist die Anbindung
physiologisch aktiver Proteine und Peptide: Zelladhäsionsproteine, adhäsionsvermittelnde
Peptide, Wachstumsfaktoren oder Rezeptoren, die Zytokine binden können. In der
vorliegenden Arbeit soll die Wirkung ‘Reaktiver Sauerstoff Spezies‘, wie sie auch bei durch
Implantation ausgelösten entzündlichen Reaktionen anzutreffen sind, auf an
Festkörperoberflächen fixierte Proteine untersucht werden. Zu diesem Zweck wird
- die Anbindung von Modell-Proteinen an ausgewählte Biomaterialien
- die Simulation einer dem Entzündungsmilieu entsprechenden Umgebung in vitro
- die Analyse ausgewählter Marker oxidativer Veränderungen
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eingehend betrachtet. Die detaillierte Untersuchung der zugrundeliegenden Mechanismen der
auftretenden Schädigung sowie ihr Einfluß auf die physiologische Aktivität der Proteine steht
dabei im Hintergrund und bleibt der zukünftigen Untersuchung aktueller Fälle vorbehalten.
Vielmehr soll ein methodisch übertragbares Modell bereitgestellt werden, daß im Labor
grundlegend Aufschluß über Anbindung und Modifizierung infragekommender Proteine
geben kann.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien für den Hartgewebekontakt
Die Titanlegierung TiAl6V4 und die Siliziumnitrid-Keramik Si3N4 wurden uns von Herrn
Dipl.-Ing. Kyeck, Lehr- und Forschungsgebiet Werkstoffwissenschaften, RWTH Aachen,
bzw. Herrn Dipl.-Ing. Ragoss, Institut für Keramische Komponenten im Maschinenbau,
RWTH Aachen, in Form kleiner Blöcke zur Verfügung gestellt. Die durch uns bestimmte,
gemittelte Oberfläche der nicht ganz einheitlichen, rechteckigen Quader der Titanlegierung
beträgt 3,95 cm² insgesamt und 1,17 cm² für eine der beiden größeren Flächen. Die
Oberfläche der sehr einheitlichen, länglichen Quader der Siliziumnitrid-Keramik beträgt 2,20
cm². Ein Teil der Blöcke (sowohl Titanlegierung als auch Siliziumnitrid) lag poliert vor, der
andere Teil war durch Sandstrahlung aufgerauht.
2.1.1 Einführen von Aminogruppen auf Festkörperoberflächen
Zur Einführung von Amino-Gruppen auf der Materialoberfläche werden die Blöcke zuerst in
einem Becherglas durch die Behandlung mit einer Mischung aus Wasserstoffperoxid 30% und
konzentrierter Schwefelsäure im Verhältnis 1:1 oxidativ gereinigt (Nanci et al., 1998). Durch
diese Prozedur verlieren die Titanlegierungs-Blöcke (mittleres Gewicht 1,570 g) im Mittel
jeweils 41 mg an Masse, d.i. 2,6%. Für die Oberfläche bedeutet dies einen Verlust von etwa
1,5 %.26 Bei den chemisch sehr resistenten und auch weniger schweren (im Mittel 0,69 g)
Siliziumnitrid-Blöcken läßt sich kein Schwund feststellen. Nach Entnahme aus der
oxidierenden Lösung werden die Blöcke ausgiebig mit deionisiertem Wasser gewaschen
(säurefrei) und anschließend an der Luft getrocknet. Die trockenen Blöcke werden nun für
vier Stunden unter Rückfluß in einer siedenden 0,43 M Lösung von 3-
Aminopropyltriethoxysilan (APTES) in Toluol behandelt (Nanci et al., 1998; Weetall, 1976)
(Abbildung 2.1.1). Nach Entfernen der Heizquelle werden die Blöcke aus der abkühlenden
Lösung entnommen, mit reichlich Toluol gewaschen und anschließend an der Luft getrocknet.
                                                
26 Die Anfangs klare und farblose Lösung färbt sich zunehmend gelb, bis sie schließlich einen satten, orange-
gelben Farbton angenommen hat. Nach kurzer Zeit wird die noch immer klare Lösung schlagartig farblos, wenig
später erfolgt ein Farbumschlag nach violett unter gleichzeitiger (metallischer) Eintrübung.
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Abbildung 2.1.1: Reaktionsschema zur Einführung von Amino-Gruppen auf Materialien für den
Hartgewebekontakt.
2.1.2 Anbindung von Proteinen an mit Aminogruppen funktionalisierte
Festkörperoberflächen
Zur Anbindung von Proteinen/Peptiden an die mit APTES modifizierten
Festkörperoberflächen werden die dort befindlichen Aminogruppen in einem ersten Schritt
mit einem Dialdehyd zur Reaktion gebracht. Dazu werden die Blöcke für vier Stunden in eine
1%ige Glutaraldehyd-Lösung (GDA) in 100 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,0 gebracht
(Nanci et al., 1998). Nach der Entnahme wird ausgiebig mit deionisiertem Wasser gewaschen
und die Blöcke werden direkt im Anschluß für 14 h (ÜN) in eine Lösung des anzubindenden
Proteins (0,1 mg/ml in PBS) gebracht (Abbildung 2.1.2). Der PBS-Puffer pH 7,2 (Phosphate
Buffered Saline) setzt sich wie folgt zusammen:
NaCl 8,00 g/l 137 mM
KCl 0,20 g/l 2,7 mM
Na2HPO4 1,15 g/l 6,5 mM
KH2PO4 0,20 g/l 1,5 mM
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Abbildung 2.1.2: Anbindung von Proteinen an die aktivierte Festkörperoberfläche.
2.2 Materialien für den Weichgewebekontakt
Die degradierbaren Polymer-Folien (Poly-D,L-Lactid, PDLLA und das Pfropfcopolymer
Poly-D,L-Lactid-co-Poly-Acrylsäure, PDLLA-AAc) wurden uns von Frau Dr. Klee,
Deutsches Wollforschungsinstitut, RWTH Aachen, zur Verfügung gestellt.
Zur Herstellung der Folien wird PDLLA in Chloroform (CH3Cl) gelöst (100 g/l) und in mit
PTFE-beschichtete Kavitäten gegossen (0,25 ml/cm²). Nach 24 Stunden hat sich das
Lösungsmittel verflüchtigt und die Folien werden zur Entfernung restlichen Lösungsmittels
unter Vakuum gelagert (etwa 8 Stunden).
Zur Einführung von Carboxyl-Gruppen auf der Folienoberfläche werden die Polymer-Folien
zuerst für 30 s mit einem Argon-Mikrowellenplasma (10-5 mbar, 300 W) behandelt, wodurch
sich nach anschließender Luftexposition reaktive Hydroperoxide (Peroxide) auf der
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Oberfläche erzeugen lassen. Die durch das Argonplasma auf der Folienoberfläche erzeugten
Hydroperoxide sind metastabil und können nach Photolyse oder Thermolyse (Peroxy-
Radikale) als Initiatoren einer Pfropfcopolymerisation dienen. Ihre Zahl wurde mittels 2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl Hydrat (DPPH 21) photometrisch zu 8,7 (± 6,3)*10-10 mol/cm²
bestimmt (Thissen, 1999). Die große Schwankungsbreite läßt auf Inhomogenitäten innerhalb
des Plasmas schließen.
N N  NO2
O2N
O2N
DPPH   21
Die Pfropfcopolymerisation mit Acrylsäure wird unter Stickstoff-Atmosphäre durchgeführt.
Dazu werden die Folien mit einer wäßrigen Acrylsäurelösung (20% v/v) überschichtet und für
2,5 min mit einem Excimer der Wellenlänge 308 nm bestrahlt. Nach erfolgter Polymerisation
der Acrylsäure werden die Folien ausgiebig mit Wasser gespült und anschließend im Vakuum
getrocknet. Die Zahl der eingeführten Carboxylgruppen läßt sich mittels Toluidinblau O 22 zu
1,3 - 7,7 (± 3)*10-8 mol/cm² bestimmen (Thissen, 1999; Völcker, 1999).
S
N
N
+
NH2
Cl
Toluidinblau O   22
Dazu werden die Folien mit einer 0,5 mM Lösung von Toluidinblau in einer 0,1 mM
Natronlauge für 5 h bei 30 °C inkubiert. Anschließend wird mehrmals mit einer 1 mM
Natronlauge gewaschen. Nach Ablösen des ionisch gebundenen Farbstoffes durch Einwirken
eines definierten Volumens einer 50% (v/v) Essigsäurelösung für 30 min bei Raumtemperatur
kann die Konzentration des Farbstoffes im Photometer bei 633 nm bestimmt werden (Sano et
al., 1993).
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2.2.1 Anbindung von Proteinen an mit Carboxylgruppen funktionalisierte
Festkörperoberflächen
Zur Anbindung der Proteine und Peptide an die mit Polyacrylsäure gepfropften Folien,
werden in einem ersten Schritt die freien Carboxylgruppen der Polyacrylsäure-Schicht durch
ihre Umwandlung in Succinimidyl-Ester aktiviert (Valuev et al., 1998) (Abbildung 2.2.1).
Dazu werden 0,5 cm² Folie in 40 mM Natriumdihydrogenphosphat-Lösung pH 4,7 über Nacht
(mindestens jedoch 2 h) vorgequollen. Nach zweimaligem Waschen mit PBS/Tween20
(0,05%) erfolgt die Aktivierung mit einer Mischung aus jeweils 1 ml wäßriger Lösung von
400 mM 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) und 100 mM N-
Hydroxysuccinimid (NHS) für 30 Minuten bei 4°C. Es wird abermals zweifach mit
PBS/Tween20 0,05%, anschließend mit 10 mM Acetat-Puffer pH 5,5 gewaschen. Das zu
koppelnde Protein wird als Lösung (0,1 mg/ml) in 10 mM Acetat-Puffer pH 5,5 über Nacht
mit den aktivierten Carboxylgruppen zur Reaktion gebracht (4°C). Nach Entfernen der
Proteinlösung wird zweimal mit PBS/0,05% Tween20 gewaschen, abschließend noch einmal
mit PBS. Für alle Schritte werden jeweils 2 ml Lösung verwendet.
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Abbildung 2.2.1: Reaktionsschema zur Aktivierung der Carboxylgruppen.
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2.3 Meerrettich-Peroxidase als Modellprotein
Die Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase (HRP), EC 1.11.1.7, aus Armoracia
rusticana) enthält 308 Aminosäurereste (siehe Anhang). Als Glykoprotein beträgt das
Molekulargewicht etwa 44000 Da, das Molekulargewicht des reinen Proteinanteils beträgt
33918 Da. Der theoretische pI liegt bei 6,34. Das Protein ist als Enzym in der Lage,
substratvermittelt mit verschiedenen Chromogenen unterschiedliche Farbreaktionen zu
katalysieren. Dadurch eignet sich dieses Protein gut als auf den Oberflächen zu fixierendes
Modellprotein, das bequem (semiquantitativ) nachgewiesen werden kann.
Die Meerrettichperoxidase katalysiert ganz allgemein die Reaktion
DO H2DHOH 2222 +→+
wobei DH2 für die reduzierte, D für die oxidierte Form eines Donors steht. Al
kommen beispielsweise Benzidin, besser aber Benzidin-Derivate (
Tetramethylbenzidin, TMB)27 in Frage. Durch eine Einelektronen-Oxidation entsteh
ein Kation-Radikal (blau), das bei Zugabe von ausreichend Säure (H2SO4) durch ein 
Elektron vollständig oxidiert wird (gelb) (Abbildung 2.3.1) (Josephy et al., 1982).
2 e-
HRP
H2O2
2 H+
2 H2O
NH2NH2 NH NH
Abbildung 2.3.1: Reaktionsschema zur Umsetzung von 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin durch HRP.
                                                
27 TMB ist im Gegensatz zu Benzidin nicht kanzerogen (Bos et al., 1981).R. 1541
s Donor
3,3',5,5'-
t daraus
weiteres
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2.4 in vitro-Radikalsysteme
2.4.1 Fenton-System
Das Fenton-System dient der Erzeugung von Hydroxylradikalen in situ, die durch die Zugabe
von Wasserstoffperoxid zu einer Lösung eines Eisen(II)-Salzes erfolgt (R 16).
−•++ ++→+ OHOHFeOHFe 3222
In Anwesenheit eines Elektronen-Donors, beispielsweise Ascorbinsäure (AH-), w
Reduktion von Eisen(III) zu Eisen(II) ermöglicht (R. 17), das dann wieder für die Ze
von Wasserstoffperoxid zur Verfügung steht.
−•+−+ +→+ AHFeAHFe 23
2.4.2 Hypochlorige Säure (HOCl)
Die Hypochlorige Säure kann als Natriumhypochlorit-Lösung über den Handel 
werden. Mit einem pKa-Wert von 7,5 läßt sich die freie Säure aus der alk
Hypochlorit-Lösung durch einfaches Ansäuern gewinnen.
2.4.3 Peroxosalpetrige Säure (HOONO)
Zur Darstellung der Peroxosalpetrigen Säure (HOONO) werden unter Rühren 25 m
eisgekühlten wässrigen Lösung (Lösung 1), die Salzsäure (HCl, 0,7 M
Wasserstoffperoxid (H2O2, 0,6 M) enthält, zu 25 ml einer eisgekühlten Natriumnitr
(NaNO2, 0,6 M, Lösung 2) gegeben. Die entstehende Lösung (gelb) wird ohne Verz
möglichst rasch28 und unter Rühren zu 75 ml einer ebenfalls eisgekühlten Natr
(NaOH, 1,2 M, Lösung 3) gegeben (Abbildung 2.4.1). Die so gewonnene, stark gelb 
Lösung wird durch Ausfrieren bei -21°C etwa drei Tage lang aufkonzentriert. Der t
Überstand wird abgenommen, nach Bestimmung der Konzentration des Ani
                                                
28 Das beste Ergebnis wird erzielt, wenn das Gemisch aus HCl, H2O2 und NaNO2 nach 1,5 sec in die Na
gegeben wird. Dies ist manuell jedoch nicht zu erreichen [2,7 sec].
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Peroxosalpetrigen Säure mit 0,6 N NaOH auf eine Konzentration von etwa 100 mM
eingestellt und in kleinen Portionen (50-100 µl) bei -21°C zur Aufbewahrung eingefroren
(pH > 12,5). Die Konzentration der erhaltenen Peroxosalpetrigen Säure, die noch Spuren
Wasserstoffperoxid enthält, kann photometrisch über den Molaren Extinktionskoeffizienten
(ε302 = 1670 M-1cm-1; Verdünnung 1:500 in 1N NaOH) bestimmt werden (Beckman, 1994).
Die maximale durch uns erreichte Konzentration der so dargestellten Peroxosalpetrigen Säure
belief sich auf 400 mmol/l (Ausbeute bezogen auf Natriumnitrit 4 mmol (27 Gew.%)).
HCl
H2O2 NaNO2 NaOH
Lösung 1 Lösung 2 Lösung 3
Abbildung 2.4.1: Darstellung der Peroxosalpetrigen Säure.
Zur Herstellung der Lösung 1 (0,7 M Salzsäure, 0,6 M Wasserstoffperoxid) werden 1,46 ml
12 N HCl und 1,53 ml H2O2 30% auf 25 ml H2O gegeben; für Lösung 2 (0,6 M Natriumnitrit-
Lösung) 1,04 g (15 mmol) NaNO2 auf 25 ml H2O und für Lösung 3 (1,2 M Natronlauge) 3,6 g
(90 mmol) NaOH auf 75 ml H2O.
2.5 Protein-Nitrierung
Zur Nitrierung der Proteine (Tyrosyl-Reste) mit Peroxosalpetriger Säure werden
Rinderserumalbumin (BSA), Meerrettich Peroxidase (HRP) sowie ß-Lactoglobulin in einer
Konzentration von 1 bzw. 10 mg/ml in 50 mM Natriumphosphat-Puffer pH 7,4 gelöst. Zu
einem Milliliter dieser Lösung werden 1 ml 100 mM Natriumdihydrogenphosphat-Puffer pH
4,7 sowie unter kräftigem Rühren 5 - 40 µl Peroxosalpetrige Säure (HOONO) (100 mM)
zugegeben. Nach 15 min Reaktionszeit werden die Reagenzien und das Protein durch
Ultrafiltration (Centricon YM-10; Millipore, Bedford (USA)) voneinander getrennt, der
Überstand wird mit 1 ml 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,4 aufgenommen.
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2.6 Analytik
2.6.1 Bestimmung der Zahl der Amino-Gruppen auf Festkörperoberflächen
2.6.1.1 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsäure (TNBS)
Die Anzahl der auf der Festkörperoberfläche eingeführten Aminogruppen kann indirekt
photometrisch bestimmt werden. Dazu wird der Festkörper mit einer 0,1%igen TNBS-Lösung
(2 ml) in 3%igem Natrium-Boratpuffer pH 9,5 für 5 Minuten bei 70°C zur Reaktion gebracht
(Habeeb, 1965; Puleo, 1997). Anschließend wird ausgiebig mit Wasser und Boratpuffer
gewaschen. Zur Freisetzung des nachzuweisenden Pikrat-Anions wird wieder bei 70°C,
diesmal allerdings in einem definierten Volumen (2 ml) 1 N NaOH für 10 Minuten erwärmt
(Abbildung 2.6.1). Die Absorption der so entstehenden Lösung des farbigen Pikrat-Anions
(orange bis rostrot) wird bei 410 nm UV/VIS-photospektrometrisch bestimmt. Die
Konzentration kann über eine zuvor erstellte Kalibrierfunktion ermittelt werden.
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Abbildung 2.6.1: Reaktionsschema zur Bestimmung der Zahl der Amino-Gruppen auf der Festkörperoberfläche
mit TNBS.
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Zur Herstellung der 0.1% TNBS Reaktionslösung (150 mM) in 3% Na-Borat-Puffer (3 g auf
100 ml H2O), werden 50 µl der 5%igen TNBS-Lösung auf 2500 µl Boratpuffer gegeben
(Verdünnung 1:50). Der Extinktionskoeffizient wurde (Kiranas, 1997 und Komsa-Penkova,
1997) entnommen.
2.6.1.2 s-Succinimidyl-4-O-(4,4'-dimethoxytrityl)-butyrat (sSDTB)
Ein weiteres Reagenz, das einen noch empfindlicheren Nachweis der auf der Oberfläche
befindlichen Amino-Gruppen erlaubt, ist s-Succinimidyl-4-O-(4,4'-dimethoxytrityl)-butyrat
(sSDTB). Für die indirekte photometrische Bestimmung wird der Festkörper bei
Raumtemperatur (RT) für 30 Minuten in einer Lösung von 0,1 mM sSDTB in 50 mM
NaHCO3 pH 8,5 behandelt. Nach der Reaktion wird ausgiebig mit NaHCO3-Lösung
gewaschen und das farbige Nachweismolekül (4,4'-Dimethoxytrityl-Kation) mit 37%iger
Perchlorsäure freigesetzt (Abbildung 2.6.2).
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Abbildung 2.6.2: Reaktionsschema zur Bestimmung der Zahl der Amino-Gruppen auf der Festkörperoberfläche
mit sSDTB.
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Zur Herstellung der 0,1 mM sSDTB-Reaktionslösung werden 3 mg (5 µmol) sSDTB in 1 ml
Dimethylformamid (DMF) gelöst und anschließend mit einer 50 mM
Natriumhydrogencarbonat-Lösung (420 mg/ 100 ml pH 8,5 (NaOH)) auf 50 ml aufgefüllt.
Die Konzentration des Dimethoxytrityl-Kations kann über eine zuvor erstellte Kali-
brierfunktion oder aber über den Molaren Extinktionskoeffizienten (ε498 = 70000 M-1cm-1) bei
einer Wellenlänge von 498 nm ermittelt werden (Cook et al., 1997; Gaur und Gupta, 1989).
2.6.2 Aminosäureanalyse von an PDLLA-AAc gebundenen Proteinen und Peptiden
Sowohl die Menge als auch die Art der an die Folienabschnitte (PDLLA, PDLLA-AAc)
gebundenen Proteine kann über eine Aminosäureanalyse bestimmt werden. Dazu werden die
0,5 cm² großen Folienabschnitte in einem Hydrolysevial zusammen mit 500 µl 6 N HCl für
20 h auf 108°C erhitzt. Nach erfolgter Hydrolyse werden die Proben unter Vakuum bis zur
Trockene eingeengt (wobei manchmal ein viskoser Rückstand beobachtet werden kann). Das
Hydrolysat wird in 200 µl Startpuffer aufgenommen, wovon die Hälfte (100 µl) zur Analyse
auf einem Biotronik Aminosäure Analysator LC 5001 verwendet wird: die unterschiedlichen
Aminosäuren werden über einen Kationentauscher getrennt und anschließend mit o-
Phthaldialdeyhd (OPA) derivatisiert (Nachsäulen-Derivatisierung), so daß eine
fluorometrische Detektion erfolgen kann (Abbildung 2.6.3).
CHO
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Abbildung 2.6.3: Reaktionsschema der Nachsäulenderivatisierung mit o-Phthaldialdehyd.
2.6.3 Photometrische Bestimmung der Menge gebundener Meerrettichperoxidase
Zur Bestimmung der Menge gebundenen Proteins wird im Falle der Titanlegierung der zu
untersuchende Festkörper in 10 ml Chromogen-Lösung gebracht (10 ml Acetat-Puffer 10 mM
pH 5,5/ 100 µl einer Lösung von 10 mg/ml 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidinin (TMB) in
Dimethylsulfoxid (DMSO)/ 100 µl H2O2 0,3 %). Nach 15 min wird 1 ml der Reaktionslösung
abgenommen und mit 1 ml 2N H2SO4 versetzt.
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Zur Untersuchung der Folienabschnitte werden diese in 1 ml Chromogen-Lösung (s.o.)
gegeben. Nach 15 min wird die Reaktion durch Zugabe von 1 ml 2N H2SO4 gestoppt.
Die jeweilige Farbstoff-Konzentration wird photometrisch bei 450 nm bestimmt, über eine
zuvor erstellte Kalibierfunktion kann daraus die zugehörige Menge HRP erhalten werden
(Cattaneo und Luong, 1994; Garner, 1975; Josephy et al., 1982; Welinder, 1976).
2.6.4 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR)
Die über das Fenton-System erzeugten Hydroxyl-Radikale können mittels
Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR) nachgewiesen werden. Wegen der kleinen
Halbwertzeit der Hydroxyl-Radikale (ca. 10-9 s) werden diese zur Analyse durch die Bildung
eines Spinadduktes 23 (spin trapping) stabilisiert. Als Spin-Trap wird N-tert-Butyl-α-
Phenylnitron (PBN) verwendet.
N
OH
O  H
Spinaddukt PBN mit OH-Radikal   23
Die ESR-Spektren wurden durch Herrn Dr. Mihelcic, Institut für Chemie der Belasteten
Atmosphäre, ICG-2, Forschungszentrum Jülich, auf einem Bruker ESP 300 E Spektrometer
aufgenommen. Die Proben wurden in selbstgezogenen Quarzkapillaren (φa2,5 mm/φi1,5 mm)
analysiert. Geräteparameter: X-Band, sweep width 60 G (sweep time 83,886 s), number of
scans 4, center magnetic field 3452,50 G. Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur
durchgeführt.
Das Absorptionsignal wird in Form seiner 1. Ableitung aufgezeichnet, die zugehörige
Intensität I wird daraus durch zweimalige Integration erhalten. Damit ein direkter Vergleich
der aus verschiedenen Spektren stammenden Intensitäten möglich wird, müssen diese
normiert werden:
MRFexp
N APF
Q
II ⋅⋅⋅= 1Gl. 47
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Q Resonator Güte
Fexp Verstärkungsfaktor (receiver gain)
PRF SQR [Mikrowellen Leistung]
AM Modulationsamplitude
Um exemplarisch die Hydroxylradikal-Bildung durch ein Fenton-System nachzuweisen, wird
zu einem Milliliter einer wäßrigen 0,4 mM Lösung (NH4)2Fe(SO4)2 ein Milliliter einer
wäßrigen 1,2 M Lösung Wasserstoffperoxid, 1 ml einer 0,66 mM PBN Lösung in 50 mM
Natriumphosphatpuffer pH 7,4 sowie außerdem 1 ml dieses Puffers zugegeben, so daß
folgende Endkonzentrationen vorliegen: (NH4)2Fe(SO4)2 0,1 mM, H2O2 0,3 mM und PBN
0,165 mM. Nach etwa 1 min Reaktionszeit werden die Proben im Spektrometer analysiert.
Zur Bestimmung der Anzahl der durch das gewählte Fenton-System erzeugten Hydroxyl-
Radikale bzw. der daraus entstandenen PBN-OH-Moleküle wird mit Hilfe von DPPH 21 eine
Kalibrierfunktion ermittelt. Dazu wird DPPH in drei unterschiedlichen Konzentrationen (10,
100 und 1000 nmol/ml) in einer Mischung aus Toluol und Methanol (70:30 v/v) gelöst und
anschließend im Spektrometer analysiert (Ma et al., 1999).
2.6.5 Carbonylierungs-Experimente
Die oxidierende Wirkung sowohl der Hydroxylradikale als auch der Peroxosalpetrigen Säure
kann durch einen Carbonylierungs-Test qualitativ bestimmt und verglichen werden (Levine et
al., 1994): durch Umsetzen der in den Proteinen vorhandenen Carbonyl-Reste mit 2,4-
Dinitrophenylhydrazin (DNPH 24) erhält man farbige Hydrazone, die photometrisch
bestimmt werden können.
N
NO2
O2N NH2
DNPH   24
Das Fenton System: in 2 ml 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,4 werden 10 mg
Rinderserumalbumin (BSA) (152 nmol; 76 µM) gelöst. Zu diesen 2 ml werden 1 ml Fe(II)-
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EDTA-Lösung (10 mM) sowie 10, 100 oder 1000 µl H2O2 pH 7,2 (100 mM) und eventuell
Pufferlösung gegeben, so daß das Endvolumen immer 4 ml beträgt. Nach 20 Minuten werden
daraus 2 ml abgenommen und das Protein von den Reagenzien durch Ultrafiltration
(Centricon YM-10, Millipore) getrennt. Der Überstand wird in 250 µl Pufferlösung
aufgenommen, dazu kommen 250 µl 12% SDS-Lösung und 500 µl der DNPH-
Reaktionslösung (20 mM). Nach 20 min Reaktionszeit werden schließlich 350 µl 2M
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) zur Neutralisation zugegeben (Vissers und
Winterbourn, 1991a; Vissers und Winterbourn, 1991b).
1 ml dieser Lösung wird auf einer BioSys2000 (Beckman Coulter) isokratisch mit 200 mM
Natriumphosphatpuffer pH 6,3 1%SDS und einem Fluß von 1 ml/min über eine
Gelfiltrationssäule (Bio-Select SEC 250-5, Bio-Rad) getrennt, die Detektion erfolgt bei
280nm und 360 nm.
Das Peroxosalpetrige Säure-System: 20 mg Rinderserumalbumin (300 nmol) werden in 2 ml
200 mM Natriumdihydrogenphosphat-Lösung pH 4,7 gelöst. Unter Rühren werden 5 - 40 µl
Peroxosalpetrige Säure (200 mM) zugegeben. Nach 15 min werden aus dieser Lösung 250 µl
abgenommen, dazu kommen 250 µl 12% SDS Lösung und 500 µl der DNPH-
Reaktionslösung. Nach 20 min werden schließlich 350 µl 2M Tris zur Neutralisation
zugegeben. Bei der isokratischen Trennung des Reaktionsgemisches über eine Gelfiltrations-
Säule (Bio-Gel P6, Bio-Rad) mit 200 mM Natriumphosphatpuffer pH 6,3 1% SDS und einem
Fluß von 1 ml/min lassen sich drei Banden beobachten (gelb, orange-gelb und orange-braun).
Die zuerst eluierte Bande (gelb) enthält das derivatisierte Protein und wird nach einer
Verdünnung 1:10 mit H2O bei 280 nm und 360 nm analysiert (Lambda 5 UV-VIS
Spectrophotometer, Perkin Elmer).
Zur Herstellung der Fe(II)-EDTA-Lösung werden 27,8 mg FeSO4*7H2O und 55,8 mg
Ethylendiamin-tetraessigsäure Dinatriumsalz Dihydrat (EDTA) in 10 ml 50 mM
Natriumphosphatpuffer pH 7,2 gelöst, so daß eine 10 mM bzw. 15 mM Lösung entsteht.
Zur Herstellung der 0,3% Wasserstoffperoxidlösung (100 mM) werden 100 µl
Wasserstoffperoxid 30% auf 10 ml 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,2 gegeben.
Zur Herstellung der 2,4-Dinitrophenylhydrazin-Reaktionslösung werden 396 mg DNPH in 10
ml TFA gelöst und anschließend mit H2O auf 100 ml aufgefüllt (20 mM). Der pH-Wert dieser
Lösung wird mit 1 N NaOH auf pH 0,3 angehoben. Der Molare Extinktionskoeffizient für
DNPH ist ε370 = 22000 M-1cm-1.
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2.6.6 Photometrische Bestimmung von 3-Nitrotyrosin-Gruppen in Proteinen
Zur direkten photometrischen Bestimmung der 3-Nitrotyrosingruppen bei 438 nm werden aus
den Lösungen der mit HOONO umgesetzten Proteine 100 µl entnommen und mit 50 mM
Dinatriumhydrogenphosphat-Lösung pH 9 auf 1 ml aufgefüllt (Verdünnung 1:10). Die
Konzentration wird über den Molaren Extinktionskoeffizienten ε = 4300 M-1cm-1 (pH 9)
bestimmt (Constantin-Teodosiu et al., 1995; Khan et al., 1998).
2.6.7 Flüssigkeitschromatographie
Die chlorierende Wirkung (auf aktivierte Aromaten) der im Handel als Natriumhypochlorit-
Lösung erhältlichen Hypochlorigen Säure wird überprüft, indem zu 10 ml einer wäßrigen 3
mM Lösung Tyrosin (30 µmol) 100 µl einer 1 M NaOCl-Lösung (100 µmol) zugegeben
werden. Nach Einstellen des pH-Wertes auf pH 2, 5 oder 7,4 und 20 min Reaktionszeit wird
das Reaktionsgemisch (Inj. 200 µl, entsprechend 600 nmol Tyr) auf einer BioSys2000
(Beckman Coulter) isokratisch (Elutionspuffer: 100 mM KH2PO4 pH 3,5/Methanol 70/30
(v/v)) und mit einem Fluß von 1 ml/min über eine RP18-Säule (Lichrospher 100 RP18-5 EC,
Merck) analysiert und bei 280 nm detektiert. Werden außerdem vor Zugabe der
Natriumhypochlorit-Lösung noch 30 µmol NaNO2 zur Reaktionslösung dazugegeben (3 mM
in 10 ml), so läßt sich analog der oben beschriebenen Vorgehensweise auch die nitrierende
Wirkung des aus HOCl und NO2- gebildeten Nitrylchlorids überprüfen.
Die nitrierende Wirkung der im Labor hergestellten Peroxosalpetrigen Säure auf aktivierte
Aromaten wird überprüft, indem zu 10 ml einer 3 mM Lösung Tyrosin (30 µmol) in 50 mM
Kaliumphosphat-Puffer pH 4,7 40 µl einer 400 mM ONOO--Lösung (16 µmol,
Endkonzentration 1,6 mM) zugegeben werden. Nach 15 min Reaktionszeit wird das
Reaktionsgemisch (Inj. 200 µl entsprechend 600 nmol Tyr) auf einer BioSys2000 (Beckman
Coulter) isokratisch (Elutionspuffer 100 mM KH2PO4 pH 3,5/Methanol 70/30 (v/v)) und mit
einem Fluß von 1 ml/min über eine RP18-Säule (Lichrospher 100 RP18-5 EC, Merck)
analysiert (Detektion bei 280 nm).
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2.6.8 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie - HPLC
Zur Untersuchung der Proteine auf ihren 3-Nitrotyrosin Gehalt, werden diese in einem ersten
Schritt hydrolysiert. Dazu werden 10 µg Protein in einem Hydrolysevial zusammen mit 500
µl 6 N HCl für 90 min auf 150°C erhitzt. Nach erfolgter Hydrolyse werden die Proben unter
Vakuum bis zur Trockene eingeengt. Das Hydrolysat wird zur Vorsäulenderivatisierung in
100 µl NaHCO3 50 mM pH 8,5 aufgenommen. Nach Zugabe von 100 µl 4-
Dimethylaminoazobenzol-4'-sulfonyl-chlorid (DABS-Cl 25) 4 mM (400 nmol) in Acetonitril
wird für 10 min bei 70°C in einem Wasserbad erwärmt (Farbumschlag rot nach orange).
Anschließend werden 800 µl Natriumphosphatpuffer 50 mM pH 6,8/Ethanol (1:1 (v/v))
zugeben, so daß das Endvolumen 1 ml beträgt.
N NN S
O
O
Cl
DABS-Cl   25
Zur Untersuchung des Aminosäure-Standards (Pierce; 2,5 nmol/µl je Aminosäure in 0,1 M
HCl) werden 5 µl (je 12,5 nmol) in der Speedvac bis zur Trockene eingeengt und
anschließend in 100 µl NaHCO3 50 mM pH 8,5 aufgenommen. Nach Zugabe von 100 µl
DABS-Cl 4 mM (400 nmol) in Acetonitril wird für 10 min bei 70°C im Wasserbad erwärmt,
wobei ein Farbumschlag von rot nach orange zu beobachten ist. Anschließend werden 800 µl
Natriumphosphatpuffer 50 mM pH 6,8/Ethanol (1:1 v/v) zugeben, so daß das Endvolumen 1
ml beträgt (Knecht und Chang, 1986; Malencik et al., 1998; Stocchi et al., 1998).
Aus den so erhaltenen Lösungen werden jeweils 20 µl mittels HPLC unter Verwendung eines
Gradientensystems analysiert (Hewlett&Packard; HP 1050 System mit Diodenarray):
Trennsäule: LiChroCart 250-4, Supersphere 100 Å, RP-18e (Merck)
Säulentemperatur: 40°C; Fluß: 0,7 ml/min; Detektion: 436 nm
Laufmittel: A) 20 mM NaHCO3, pH 8,1; 4% DMF (v/v)
B) 90% Acetonitril; 10 % Isopropanol (v/v)
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Gradient:
t [min] % B
0 22
5 22
11 28
16 28
26 40
31 40
61 60
71 100
76 100
80 22
Zur Herstellung der 4 mM 4-Dimethylaminoazobenzol-4'-sulfonylchlorid (DABS-Cl) Lösung
werden 1,3 mg DABS-Cl (4 µmol) in einem Milliliter Acetonitril gelöst.
Zur gemeinsamen Untersuchung der Aminosäurederivate wird der Aminosäurestandard H
(Pierce) verwendet (Zusammensetzung: je 2,5 µmol/ml Ala, Arg, Asp, Glu, Gly, His, Ile,
Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Tyr, Val und NH3 in 0,1 N HCl sowie Cys2, das in einer
Konzentration von 1,25 nmo/µl vorliegt). Zur Vorsäulenderivatisierung werden jeweils 5 µl
Standard eingesetzt, entsprechend 12,5 nmol je AS. Bei einem Injektionsvolumen von 20 µl
werden so 250 pmol je Aminosäure appliziert.
Zum Nachweis einzelner Aminosäuren werden diese in einer Konzentration von 2,5 µmol/ml
in 0,1 N HCl eingewogen. Bis auf die Aminosäuren Phe, Tyr, Met, und His (Sigma) wurden
Aminosäuren von Serva verwendet.
2.6.9 Immunologische Nachweismethoden – ELISA (Enzyme Linked Immuno-Sorbent
Assay)
Zum immunologischen Nachweis von 3-Nitrotyrosyl-Resten in Proteinen wird der Analyt
(das zu untersuchende Protein) zur Adsorption über Nacht bei RT in eine 96Well-Platte
(NUNC; Immunoplate Maxisorp F96) gegeben (50 µl Proteinlösung 0,1 - 1 mg/ml + 50 µl
PBS). Nach Entfernen der Analyt-Lösung wird 3fach mit jeweils 200 µl einer PBS/Tween20
(0,05%)-Lösung pH 7,2 gewaschen. Zur Vermeidung unspezifischer Adsorption des primären
Antikörpers wird anschließend für 2 h bei RT mit jeweils 100 µl PBS/MLK 2% (entrahmte
Trockenmilch; Glücksklee) geblockt. Der Block wird entfernt und es wird 3fach mit
PBS/Tween20 (0,05%) pH 7.2 gewaschen. Nun wird der Primärantikörper (AK1) (100 µl)
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zugegeben und für 2 h bei 37°C im Schüttler inkubiert. Nach Entfernen des AK1 wird mit 3 x
PBS/Tween20 (0,05%) gewaschen. Dann wird der Sekundär-Antikörper (AK2, 100 µl) für ½
h bei RT zugegeben. Nach Entfernen wird 3fach mit PBS/Tween20 (0,05%) gewaschen.
Zwischen den einzelnen Schritten werden die Well-Platten mit einem Plate Sealer (Costar)
verschlossen. Durch Zugabe von 100 µl Detektions-Reagenz wird eine Farbreaktion gestartet,
die nach 15 min mit 100 µl H2SO4 2M gestoppt wird. Das Ergebnis wird photometrisch mit
einem 'Wellplatten-Reader' bei einer Wellenlänge von 450 nm bestimmt.
Zur Herstellung der Chromogen-Lösung (Detektions-Reagenz) werden zu 10 ml
Natriumacetat-Puffer pH 5,5 (10 mM) 100 µl einer 24 M Lösung 3,3',5,5'-
Tetramethylbenzidin (TMB) in Dimethylsulfoxid (DMSO; 10 mg/ml) sowie 100 µl einer
0,3% H2O2-Lösung (100 mM) gegeben.
Primär-Antikörper (AK1): Verdünnung 1/1000 in PBS/ BSA (0,2%)
Kaninchen Anti-Nitrotyrosin IgG, polyklonal (Upstate Biotechnology)
Sekundär-Antikörper (AK2): Verdünnung 1/2000 in PBS/ BSA(0.2%)
Ziege Anti-Kaninchen IgG - HRP* (DACO)
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3 Ergebnisse
3.1 Immobilisierung von Proteinen an Materialien für den
Hartgewebekontakt
Für die Experimente zur Anbindung von Proteinen an Materialien für den Hartgewebekontakt
werden die Legierung TiAl6V4 sowie die Keramik Si3N4 in Form polierter oder durch
Sandstrahlung mattierter Blöcke verwendet. Allgemein liegen Metalle und Metalllegierungen,
die der umgebenden Atmosphäre ausgesetzt sind, an der Oberfläche oxidiert vor und werden
in Gegenwart von Luftfeuchtigkeit hydratisiert. Sowohl die Legierung als auch die Keramik
weisen also eine Oxidschicht auf, die sich auf molekularer Ebene als OH-Funktionalität
präsentiert.29 Diese Oxidschicht kann - unter gleichzeitiger Abtragung der obersten Schichten
und somit eventueller Verunreinigungen - gezielt über eine oxidative Behandlung mit einer
Mischung aus Wasserstoffperoxid und konzentrierter Schwefelsäure "aktiviert" und in
ausreichender Schichtdicke erhalten werden.
Zur kovalenten Anbindung von Proteinen oder Peptiden an die so behandelten Substrat-
Oberflächen stehen unterschiedliche Methoden zur Verfügung, wobei besonders den
Hydroxylgruppen die Rolle der aktiven Gruppe auf Substratseite zukommt. Eine einfach zu
handhabende Methode ist die Einführung einer geeigneten Funktionellen Gruppe über Silan-
Anbindung unter Verwendung eines heterofunktionellen Reagenzes. Für Aminogruppen
eignet sich hierfür u.a. γ-Aminopropyl-Triethoxysilan (APTES), das z.B. durch Erhitzen in
Toluol an das Substrat gebunden werden kann (siehe Abbildung 2.1.1). Zur Anbindung der
Proteine oder Peptide können die Aminogruppen anschließend mit beispielsweise
Glutardialdehyd (GDA) aktiviert werden (Abbildung 3.1.1; s. a. Abb. 2.1.2).
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Abbildung 3.1.1: Aktivierung einer aminofunktionalisierten Substratoberfläche mittels Glutardialdehyd (GDA).
                                                
29 Nach der Behandlung von Eisen und Titan mit heißem Wasserdampf beträgt die Anzahl der auf der
Oberfläche vorhandenen OH-Gruppen 4,3/nm² für Titan und 2,6/nm² für Eisen (Simmons und Beard, 1987).
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3.1.1 Bestimmung der Anzahl eingeführter Aminogruppen
Die Anzahl der auf einer Substratoberfläche eingeführten Aminogruppen kann photometrisch
bestimmt werden. Dazu werden zuvor an die Aminogruppen gebundene Chromogen-
Moleküle vom Substrat abgelöst, anschließend wird die Extinktion der so erhaltenen Lösung
gemessen. Über eine Kalibrationsfunktion oder den Molaren Extinktionskoeffizienten kann
daraus die Zahl der vorhandenen Aminogruppen ermittelt werden.
3.1.1.1 TiAl6V4 als Substrat
3.1.1.1.1 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsäure (TNBS)
Erste Versuche zur Bestimmung der Anzahl der über γ-Aminopropyltriethoxysilan (APTES)
auf der Oberfläche von TiAl6V4 eingeführten Aminogruppen wurden mit 2,4,6-
Trinitrobenzolsulfonsäure (TNBS,   26) durchgeführt (siehe Abb. 2.6.1).
SO3Na
NO2
NO2
O2N
TNBS   26
Die aus vier Versuchsreihen mit jeweils 10 untersuchten Blöcken erhaltene Anzahl der auf der
Titanoberfläche eingeführten Aminogruppen beträgt im Mittel 49 ±30 NH2/10 nm². Auffällig
ist die breite Streuung der Meßwerte, die von 16 NH2/10 nm² bis zu 83 NH2/10 nm² reicht.
In einer dieser Versuchsreihen (Tabelle 3.1.1) wurden neben der Anzahl der auf der
Titanoberfläche eingeführten Aminogruppen (68 ±11 NH2/10 nm²) auch die nach Aktivierung
der Aminogruppen mit Glutardialdehyd (GDA) noch nachweisbaren Aminogruppen (35 ±6
NH2/10 nm²) bestimmt.
Tabelle 3.1.1: Mittels TNBS bestimmte mittlere Anzahl der auf der Titanoberfläche eingeführten Aminogruppen
sowie die nach Aktivierung der Aminogruppen mit GDA noch nachweisbaren Aminogruppen.
TiAl6V4 APTES GDA TNBS NH2/10 nm²
+ + - + 68
+ + + + 35
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Die Differenz zwischen den freien und den nach Reaktion mit GDA noch bestimmbaren
Aminogruppen beträgt 33 NH2/10 nm² und entspricht der Anzahl aktivierter Aminogruppen
(etwa 50 %).
3.1.1.1.2 sulfo-N-Succinimidyl-4-O-(4,4'dimethoxytrityl)-butyrat (s-SDTB)
Für alle nachfolgenden Bestimmungen der Anzahl eingeführter Aminogruppen wird an Stelle
von TNBS ausschließlich sulfo-N-Succinimidyl-4-O-(4,4'-dimethoxytrityl)-butyrat (s-SDTB,
27) verwendet, da es neben der einfacheren Handhabung auch eine größere Empfindlichkeit
bietet (s.a. Abb. 2.6.2).
N
O
O
O
O
O
SO3Na
OMe
MeO
s-SDTB   27
Die ersten drei Versuchsreihen (jeweils 10 untersuchte Blöcke) zur Bestimmung der Anzahl
eingeführter Aminogruppen mit sSDTB ergaben Zahlenwerte zwischen 21 ±5 NH2/10 nm²
und 88 ±8 NH2/10 nm². Ebenso wie in den Versuchen mit TNBS fällt auch hier die breite
Streuung der Meßwerte auf, obwohl die Reaktionsschritte in den drei Versuchsreihen
möglichst gleichartig durchgeführt wurden. Eine Ausnahme macht lediglich die Verweilzeit
der Titanblöcke in der abkühlenden Toluol/APTES-Lösung, da sie anfänglich willkürlich
gewählt wurde. Der Verdacht, daß die Verweilzeit einen wichtigen Parameter darstellt,
bestätigt sich, wenn die Blöcke bewußt nach 15 Minuten bzw. 45 Minuten aus der
abkühlenden Reaktionslösung entnommen werden. Tatsächlich findet man für die Blöcke mit
der kürzeren Verweilzeit weit weniger Aminogruppen (42 ±7 NH2/10 nm²) als für die länger
in der Reaktionslösung verbliebenen Blöcke (110 ±10 NH2/10 nm²).
Die aus sechs weiteren Versuchsreihen mit jeweils 10 untersuchten Blöcken erhaltene Anzahl
der auf der Titanoberfläche eingeführten Aminogruppen beträgt im Mittel 19 ±7 NH2/10 nm²
für eine Verweilzeit von 10 Minuten sowie 70 ±17 NH2/10 nm² für eine Verweilzeit von 20
Minuten.
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In drei der sechs Versuchsreihen mit einer Verweildauer der Titanblöcke in der abkühlenden
Reaktionslösung von 10 Minuten beträgt die mittlere Zahl eingeführter Aminogruppen 23 ±12
NH2/10 nm², nach Aktivierung der Aminogruppen mit Glutardialdehyd (GDA) noch 7 ±2
NH2/10 nm. Bei einer Verweildauer von 20 Minuten erhält man für die Anzahl der auf der
Titanoberfläche eingeführten Aminogruppen 61 ±17 NH2/10 nm², für ihre Anzahl nach
Aktivierung mit Glutardialdehyd (GDA) noch 18 ±3 NH2/10 nm² (Tabelle 3.1.2).
Tabelle 3.1.2: Anzahl der mittels sSDTB bestimmten Anzahl der auf der Titanoberfläche eingeführten
Aminogruppen sowie die nach Aktivierung der Aminogruppen mit GDA noch nachweisbaren Aminogruppen in
Abhängigkeit der Verweilzeit in der abkühlenden Reaktionslösung.
TiAl6V4 APTES GDA sSDTB NH2/10 nm²10 min
NH2/10 nm²
20 min
+ + - + 23 61
+ + + + 7 18
Die Differenz zwischen den freien Aminogruppen und den nach Reaktion mit GDA
gefundenen Aminogruppen entspricht der Zahl der aktivierten Aminogruppen. Für 10 min
sind das 16 NH2/10 nm² (ca. 70 %), für 20 min 43 NH2/10 nm² (ca. 70%).
Es zeigt sich also, daß nach Aktivierung der auf der Substratoberfläche einfgeführten
Aminogruppen mit GDA - in Abhängigkeit der Verweilzeit der Titanblöcke während der
Aminofunktionalisierung - für eine Anbindung von Proteinen oder Peptiden zwischen 16 und
43 NH2/10 nm² zur Verfügung stehen. Unabhängig von der Belegungsdichte entspricht dies
einem Wert von ca. 70 % der insgesamt auf der Oberfläche befindlichen Aminogruppen.
3.1.1.2 Si3N4 als Substrat
Ganz ähnliche Ergebnisse erhält man auch für die Siliziumnitrid-Keramik. Werden die
Siliziumnitridblöcke während der Aminofunktionalisierung bewußt länger (30 min) in der
abkühlenden Reaktionslösung belassen, so erhält man im Mittel einen Wert von 217 NH2/10
nm². Außer den hier vorgestellten polierten Siliziumnitridblöcken wurden für einige
Experimente auch mattierte, sandgestrahlte Siliziumnitridblöcke verwendet. Diese binden bei
einer Verweildauer von 30 Minuten lediglich 149 NH2/10 nm². Alle weitergehenden
Untersuchungen wurden ausschließlich mit den polierten Blöcken durchgeführt. So beträgt
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die aus drei Versuchsreihen mit jeweils sechs untersuchten Blöcken erhaltene Anzahl der auf
der Siliziumnitridoberfläche eingeführten Aminogruppen (10 min) im Mittel 57 ±19 NH2/10
nm². Die Werte liegen dabei in einem Bereich zwischen 30 und 73 NH2/10 nm². Nach
Aktivierung der Aminogruppen mit Glutardialdehyd (GDA) findet man 28 ±5 NH2/10 nm².
Tabelle 3.1.3: Zahl der mittels sSDTB bestimmten Anzahl der auf der Siliziumnitritoberfläche eingeführten
Aminogruppen sowie die nach Aktivierung der Aminogruppen mit GDA noch nachweisbaren Aminogruppen.
Si3N4 APTES GDA sSDTB NH2/10 nm²
+ + - + 57
+ + + + 28
Für die Anbindung von Proteinen oder Peptiden stehen auf der Siliziumnitridoberfläche
demnach 29 NH2/10 nm² zur Verfügung (ca. 50%).
3.1.2 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Aminofunktionalisierung
Die bisher erfolgten Experimente zeigen, daß die Reaktion sowohl der Legierung TiAl6V4 als
auch der Keramik Si3N4 mit γ-Aminopropyltriethoxysilan (APTES) zur Einführung einer
großen Zahl von Aminogruppen auf den jeweiligen Oberflächen führt. Die zur kovalenten
Anbindung von Proteinen und Peptiden gewählte Behandlung mit Glutardialdehyd (GDA)
aktiviert zwischen 50 und 70 % der insgesamt zur Verfügung stehenden Aminogruppen. Eine
Übersicht geben Tabellen 3.1.4 - 3.1.6.
Tabelle 3.1.4: Mittlere Anzahl der mittels GDA aktivierten Aminogruppen (NH2') auf TiAl6V4; Bestimmung mit
TNBS.
NH2'/10 nm² % der Gesamt-NH2
33 48
Tabelle 3.1.5: Mittlere Anzahl der mittels GDA aktivierten Aminogruppen (NH2') auf TiAl6V4; Bestimmung mit
sSDTB.
Verweildauer NH2'/10nm² % der Gesamt-NH2
10 min 16 71
20 min 43 70
3 Ergebnisse
59
Tabelle 3.1.6: Mittlere Anzahl der mittels GDA aktivierten Aminogruppen (NH2') auf Si3N4; Bestimmung mit
sSDTB.
Verweildauer NH2'/10nm² % der Gesamt-NH2
10 min 29 51
3.1.3 Anbindung von Proteinen an aminofunktionalisierte Festkörperoberflächen
Die mit Glutardialdehyd (GDA) aktivierten Alkylsilane können nun mit den gewünschten
Proteinen oder Peptiden zur Reaktion gebracht werden, um diese kovalent an die
Substratoberfläche zu binden (Abbildung 3.1.2; s. a. Abb. 2.1.2).
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Abbildung 3.1.2: An mit Glutardialdehyd (GDA) aktiviertes Alkylsilan gekoppeltes Protein.
Um die Protein-Anbindung verfolgen und beurteilen zu können ist es notwendig, ein
geeignetes Verfahren zur Feststellung der Anzahl gebundener Moleküle zur Verfügung zu
haben. Für einen empfindlichen, kostengünstigen, schnell und einfach durchzuführenden
Nachweis eignet sich das Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) in Verbindung mit dem
Chromogen 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB). Zur quantitativen Ermittlung der
gebundenen Proteinmenge muß dafür photometrisch eine Kalibrationskurve erstellt werden,
die eine Beziehung zwischen der Extinktion der Chromogenlösung und der Konzentration des
Enzyms herstellt. Wird die Aktivität der Peroxidase bei verschiedenen pH-Werten betrachtet,
so stellt man eine relativ starke Abhängigkeit fest (Abbildung 3.1.3). Die größte Aktivität
erreicht das Enzym bei etwa pH 5, so daß für die Aktivitätsmessungen ein Acetat-Puffer
verwendet wird.
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Abbildung 3.1.3: Abhängigkeit der HRP-Aktivität vom pH-Wert.
3.1.3.1 Bindung von HRP an aminofunktionalisiertes und mittels GDA aktiviertes Si3N4
In einem ersten Experiment wird Meerrettichperoxidase an das mit APTES und GDA
behandelte Siliziumnitrid gebunden. Um die Aktiviät des gebundenen Enzyms bestimmen zu
können, müssen die Siliziumnitridblöcke nach ihrer Entnahme aus der Proteinlösung erst
ausgiebig gewaschen werden (siehe Tabelle 3.1.7). Über die anschließend photometrisch
bestimmte Aktivität des noch an das Substrat gebundenen Enzyms erhält man eine
Belegungsdichte der Oberfläche von 68 Meerrettichperoxidase-Molekülen pro µm²
(HRP/µm2).
Tabelle 3.1.7: Photometrisch bestimmte HRP-Konzentration in den einzelnen Waschüberständen, angegeben in
pro Flächeneinheit abgelösten HRP-Molekülen.
Waschschritt Nr. Moleküle HRP/µm²
1 3,5*106
2 2,0*104
3 3300
4 270
5 62
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Tabelle 3.1.7 kann man entnehmen, daß die aus der Proteinlösung entnommenen Blöcke
zumindest fünfmal mit Pufferlösung gewaschen werden müssen, um locker adsorbiertes
Protein soweit abzulösen, daß die Aktivität der Waschlösung letztlich kleiner ist als die
Aktivität der an das Substrat gebunden HRP-Moleküle.
3.1.3.2 Bindung von HRP an aminofunktionalisiertes und mittels GDA aktiviertes TiAl6V4
Ein Vergleich mit der in gleicher Weise behandelten Titanlegierung zeigt, daß hier ebenfalls
ausgiebig gewaschen werden muß. Erst nach fünfmaligem Waschen liegt die Zahl der pro
Flächeneinheit abgelösten HRP-Moleküle unterhalb der Zahl der pro Flächeneinheit auf dem
Substrat verbliebenen HRP-Moleküle. In allen nachfolgenden Experimenten werden die
Substratblöcke vor den Aktivitätsmessungen also jeweils fünfmal mit Pufferlösung
gewaschen.
In Abbildung 3.1.4 sind die Ergebnisse der Messungen im Überstand der beiden letzten
Waschschritte sowie die Ergebnisse der Messungen am Substrat nach dem letzten
Waschschritt dargestellt. Alle Werte beziehen sich auf das Ergebnis für den Überstand des
vorletzten Waschschrittes am nicht aktivierten Substrat (= 100%).
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Abbildung 3.1.4: HRP-Moleküle auf mit APTES und GDA behandeltem TiAl6V4. Außerdem dargestellt sind
die abgelösten HRP-Moleküle im Überstand des letzten und vorletzten Waschschrittes. Angegeben sind die
%Werte bezogen auf den Meßwert des Überstandes des vorletzten Waschschrittes am Substrat ohne APTES und
ohne GDA (= 100%).
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Betrachtet man die ausschließlich adsorptive Bindung von HRP an die Titanblöcke, so zeigt
sich, daß von den mit APTES behandelten Blöcken weit mehr Proteinmoleküle gebunden
werden als von den unbehandelten oder nur mit Glutardialdehyd behandelten Blöcken (siehe
Tabelle 3.1.8).
Tabelle 3.1.8: Adsorption von HRP-Molekülen an unterschiedlich behandelte Titan-Oberflächen; Mittelwerte
bestimmt aus zwei (a und b) bzw. drei (c) Versuchsreihen mit jeweils drei untersuchten Blöcken für jede
Variation.
TiAl6V4 APTES GDA HRP Moleküle HRP/µm²
+ - - + 51  ±16   (a)
+ - + + 19  ±5     (b)
+ + - + 82  ±36   (c)
Werden die nach erfolgter Aminosilylierung eingeführten Aminogruppen mit Glutardialdehyd
aktiviert, so steigt die Zahl der gebundenen Proteinmoleküle deutlich an. Aus der Differenz
der an die Titanblöcke adsorptiv sowie über aktivierte Aminogruppen kovalent gebundenen
HRP-Moleküle und des nur adsorptiv an die Titanblöcke gebundenen Enzyms, erhält man in
guter Näherung die Zahl der kovalent gebundenen HRP-Moleküle (Tabelle 3.1.9).
Tabelle 3.1.9: Anzahl der pro Flächeneinheit an TiAl6V4 gebundenen HRP-Moleküle in Abhängigkeit der
Vorbehandlung der Substratoberfläche; Mittelwerte bestimmt aus drei Versuchsreihen mit jeweils drei
untersuchten Blöcken für jede Variation. B steht für die adsorptive Bindung, A für die Gesamtanbindung
(adsorptiv + kovalent). Durch Differenzbildung A - B erhält man in guter Näherung die Zahl der kovalent
gebundenen HRP-Moleküle (C).
TiAl6V4 APTES GDA HRP Moleküle HRP/µm² %
A (adsorptiv + kovalent) + + + + 149  ±55 100
B (adsorptiv) + + - + 82    ±36 55
C (kovalent) = (A - B) 67 45
Verwendet man für den letzten Waschschritt anstelle des Phosphat-Puffers eine 0,5%ige SDS-
Lösung, so nähert man sich durch die nun leichter erfolgende Ablösung der noch stärker
adsorptiv am Substrat anhaftenden Proteinmoleküle dem oben durch Differenzbildung
erhaltenen Wert für die pro Flächeneinheit kovalent an das Substrat gebundenen HRP-
Moleküle an (siehe Tabelle 3.1.10).
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Tabelle 3.1.10:Anzahl der pro Flächeneinheit an TiAl6V4 gebundenen HRP-Moleküle in Abhängigkeit der
Waschschritte; Mittelwerte bestimmt aus drei Versuchsreihen mit jeweils drei untersuchten Blöcken für jede
Variation. A steht für die Gesamtanbindung (adsorptiv + kovalent) und A / SDS für die nach Behandlung mit
denaturierendem Detergens verbleibende Zahl der kovalent gebundenen HRP-Moleküle.
TiAl6V4 APTES GDA HRP SDS Moleküle HRP/µm² %
A + + + + - 149   ±55 100
A / SDS + + - + + 56     ±21 38
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Abbildung 3.1.5: Kovalenter Anteil der insgesamt (adsorptiv + kovalent) an das mit APTES und GDA
behandelte TiAl6V4 gebundenen HRP-Moleküle. Sowohl durch Differenzbildung (C = A - B) als auch durch die
Diskriminierung der adsorptiv gebundenen HRP-Moleküle durch Behandlung mit einer 0,5%igen SDS-Lösung
(SDS) läßt sich der Anteil der kovalent gebundenen HRP-Moleküle in guter Näherung bestimmen.
Wird anstelle der 0,5%-igen SDS-Lösung eine 8M Harnstofflösung verwendet, so zeigt sich,
daß damit die noch adsorptiv anhaftenden HRP-Moleküle nicht vollständig vom Substrat
gelöst werden können (siehe Tabelle 3.1.11).
Tabelle 3.1.11: Anzahl der pro Flächeneinheit an TiAl6V4 gebundenen HRP-Moleküle in Abhängigkeit der
Waschschritte; Mittelwerte bestimmt aus drei Versuchsreihen mit jeweils drei untersuchten Blöcken für jede
Variation.
Moleküle HRP/µm² %
B (adsorptiv) 70     ±32 51
A (adsorptiv + kovalent) 138   ±45 100
C (kovalent) = (A - B) 68 49
A (adsorptiv + kovalent) /Harnstoff 100   ±25 72
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In Abbildung 3.1.6 sind die Ergebnisse aus Tabelle 3.1.11 nochmals graphisch dargestellt:
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Abbildung 3.1.6: Kovalenter Anteil der insgesamt (adsorptiv + kovalent) an das mit APTES und GDA
behandelte TiAl6V4 gebundenen HRP-Moleküle. Der duch Differenzbildung (C = A - B) erhaltene Wert für den
kovalenten Anteil der gebundenen HRP-Moleküle liegt deutlich unter dem durch die Diskriminierung der
adsorptiv gebundenen HRP-Moleküle durch Behandlung mit einer 8M Harnstofflösung gefundenen Wert
(Harnstoff).
Durch Verwendung von 8M Harnstofflösung anstelle des sonst verwendeten Phosphatpuffers
nähert man sich durch eine verstärkte Ablösung von adsorptiv gebundenen HRP-Molekülen
zwar ebenfalls der Zahl kovalent pro Flächeneinheit gebundener HRP-Moleküle an, allerdings
sehr viel schlechter als in dem zuvor mit SDS durchgeführten Experiment.
3.2 Immobilisierung von Proteinen an Materialien für den
Weichgewebekontakt
Zur kovalenten Anbindung von Proteinen bzw. Peptiden an Poly-D,L-Lactidfolie, muß diese
auf ihrer Oberfläche mit geeigneten funktionellen Gruppen versehen werden. Eine neuere
Methode verwendet dazu eine Behandlung der Folie mit einem Niedertemperatur-Argon
Plasma, wodurch auf der Oberfläche "Radikalstellen" erzeugt werden, die in Anwesenheit von
Sauerstoff zu Peroxiden und Hydroperoxiden reagieren. Die bei Raumtemperatur
metastabilen Peroxide werden photolytisch gespalten und dienen so in Gegenwart einer
wäßrigen Acrylsäurelösung als Initiatoren einer Pfropfcopolymerisation (Thissen, 1998).
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Polyacrylsäure-
Kette mit
Carboxyl-Gruppen
PDLLA
Abbildung 3.2.1: Anordnung der gepfropften Polyacrylsäure-Ketten auf der Oberfläche der PDLLA-Folie.
An diese mit Polyacrylsäure gepfropften Poly-D,L-Lactid-Folien können nun - nach
Überführung der Carboxylgruppen in die entsprechenden N-Hydroxysuccinimid-Aktivester -
Proteine und Peptide über darin vorhandene freie Aminogruppen kovalent gebunden werden
(Abbildung 3.2.2; s.a. Abb. 2.2.1).
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Abbildung 3.2.2: Kovalent an Polyacrylsäure-Kette gebundenes Protein.
Die Zahl der adsorptiv und kovalent gebundenen Proteinmoleküle läßt sich im Falle von HRP
analog Kapitel 3.1.3 ebenfalls über dessen Aktivität bestimmen. Da die Experimente
allerdings mit einer Vielzahl Proteine und Peptide durchgeführt werden (und auch aufgrund
der leichten Zugänglichkeit), wird zur Beurteilung der erzielten Bindungsdichten
ausschließlich die Aminosäureanalyse herangezogen. Die mit HRP photometrisch ermittelten
Aktivitäten leisteten allerdings wertvolle Dienste zur schnellen Abschätzung der relativen
Bindungsverhältnisse.
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In Tabelle 3.2.1 sieht man die Daten der Aminosäureanalyse eines Experiments, in dem
Meerrettichperoxidase (HRP) entweder mit (Probe B) oder aber ohne (Probe A)
Kopplungsreagenz (EDC/NHS) an mit Polyacrylsäure gepfropfte PDLLA-Folie gebunden
wird. Das in Abwesenheit von EDC/NHS gebundene Protein (Probe A) spiegelt dabei den
adsorbierten Anteil wieder. Die Aminosäureanalyse erlaubt sowohl eine qualitative als auch
eine quantitative Proteinbestimmung. Aus den Konzentrationen der stabilen Aminosäuren und
der bekannten Aminosäure-Zusammensetzung des Proteins kann die Zahl der gefundenen
Aminosäurereste berechnet werden und mit der theoretischen Zusammensetzung verglichen
werden. Der Vergleich der experimentellen Daten von Probe B zeigt deutlich, daß es sich bei
dem untersuchten Protein tatsächlich um HRP handelt.
Tabelle 3.2.1: Aminosäureanalyse von adsorptiv und kovalent an mit Polyacrylsäure gepfropfter poly-D,L-
Lactid-Folie gebundener Meerrettichperoxidase (HRP). Die in der Aminosäureanalyse gefundene Menge [pmol]
für A ist zu gering, um eine sichere Aussage treffen zu können. Die 'Anzahl' bezieht sich also auf Experiment B.
Experiment A B
PDLLA + +
AAC + +
EDC/NHS - +
HRP + +
Aminosäure [pmol] [pmol] Anzahl
gefunden
Anzahl
theoretisch
Asx 213,66 9671,93 47,26 48
Thr 96,64 4425,98 21,63 25
Glx 351,53 4487,87 21,93 20
Ala 182,85 4912,51 24,00 23
Ile 111,55 2636,89 12,88 13
Leu 225,11 7070,27 34,55 35
Tyr 230,96 900,80 4,40 5
Lys 143,51 1414,70 6,91 6
Die aus der Aminosäureanalyse erhaltenen Daten (Tabelle 3.2.2) zeigen, daß in Anwesenheit
der Kopplungsreagenzien die Menge gebundenen Proteins deutlich ansteigt: ohne EDC/NHS
werden nur 0,03 nmol HRP/cm2 gebunden, mit EDC/NHS steigt dieser Wert auf 0,41 nmol
HRP/cm2 an. Werden diese Daten in Moleküle pro Flächeneinheit umgerechnet, so werden
etwa 25 Moleküle pro 10 nm2 gebunden (davon 1,5 adsorptiv und 23 kovalent).
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Tabelle 3.2.2: Die aus den Aminosäureanalysen berechnete Zahl der adsoptiv und kovalent an die gepfropfte
poly-D,L-Lactid-Folie gebundenen HRP-Moleküle.
Experiment A B B-A
[pmol/Rest] 7,03 206,60 199,57
[nmol/cm²] 0,03 0,41 0,39
[µg/cm²] 0,86 14,01 13,16
[Moleküle/10nm²] 1,52 24,88 23,36
[% der Gesamtanbindung] 5,80 100 94,20
Bindungstyp adsorptiv Gesamtanbindung kovalent
Die Ergebnisse der Bindungsstudien mit weiteren Proteinen werden in Tabelle 3.2.3
zusammengefaßt: Meerrettichperoxidase (HRP – Mr 44000), Rinderserumalbumin (BSA –
Mr 66406), Rinderserum Fibronektin (FN – Mr 499088 für das Dimer). Alle Experimente
wurden als Doppelbestimmung durchgeführt und mindestens dreifach wiederholt.
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Abbildung 3.2.3: Graphische Darstellung der Ergebnisse aus Tabelle 3.2.3– adsorptiv und kovalent an die
gepfropfte poly-D,L-Lactid-Folie gebundene Proteinmoleküle (Meerrettichperoxidase, Rinderserumalbumin,
Rinderserum Fibronektin).
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Gleichartige Experimente wurden ebenfalls mit zwei kleinen Peptiden durchgeführt. Die
Ergebnisse für die beiden Peptide, die beide Zellbindungsaktivität besitzen, werden in
Abbildung 3.2.4 und Tabelle 3.2.4 gezeigt. Eines dieser auch als RGD-Peptide bezeichneten
Pepide (Sequenz:RGDSPASSKP; Mr 1001,13) wird in einer Zahl von etwa 53 Molekülen
adsorptiv gebunden, mit Kopplungsreagenz steigt diese Zahl auf 439 Moleküle pro 10 nm2 an,
so daß etwa 90% der Peptidmoleküle kovalent gebunden sind. Das kleinere der beiden
Laminin-Peptide (Sequenz:SIKVAV; Mr 615,9) liefert ähnliche Ergebnisse: werden 68
Moleküle ohne EDC/NHS gebunden, so werden mit Kopplungsreagenz 1900 Moleküle
kovalent gebunden, das sind 96%.
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Abbildung 3.2.4: Graphische Darstellung der Ergebnisse aus Tabelle 3.2.4 - adsorptiv und kovalent an die
gepfropfte poly-D,L-Lactid-Folie gebundene Peptide (Laminin-Peptid und RGD-Peptid).
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Die Ergebnisse für die Proteine und Peptide sind in Tabelle 3.2.5 zusammengefasst und
werden mit der relativen Molekülmasse (Mr) verglichen. Die Korrelation ist dabei eindeutig:
werden zwischen 200 und 2000 Moleküle des kleinen Peptides pro 10 nm2 gebunden, so
reicht die Bindungsdichte der Proteine von 35 Molekülen im Fall von Interleukin-6 bis zu 0,5-
1 Molekülen im Falle von Fibronektin. Dabei muss angemerkt werden, dass die Varianz im
Wesentlichen von der Güte der Pfropfung abhängig ist.
Tabelle 3.2.5: Korrelation der Molekularen Massen mit den jeweiligen Bindungsdichten.
Peptide und Proteine Mr in Dalton Moleküle / 10 nm²
Laminin-Peptid *) 616 400 - 2000
RGD-Peptid **) 1001 200 - 500
Interleukin-6 20909 20 - 35
Meerrettichperoxidase 44000 10 - 30
Rinderserumalbumin 66406 4 - 6
Rinderplasmafibronectin ***) 499088 0,5 - 1
*) Laminin-Peptid: SIKVAV, **) RGD-Peptid: RGDSPASSKP, ***) Dimer
Offensichtlich werden die Bindungsdichten der verschiedenen Proteine von ihrer relativen
Größe und ihrem relativen Raumbedarf bestimmt.
Für ein genaueres Bild der Bindungsverhältnisse wurden weitere Experimente mit einem
Dipeptid (Val-Lys; VK) und einem Protein (BSA) durchgeführt, die jeweils einzeln,
gleichzeitig oder nacheinander verwendet wurden. In den ersten Experimenten wurde
gepfropfte poly-D,L-Lactidfolie mit VK oder BSA alleine (Experimente A und B) behandelt.
So können jeweils 225 Moleküle VK oder 3,9 Moleküle BSA pro 10 nm2 gebunden werden.
Mit Hilfe der Aminosäureanalyse kann dabei zwischen adsorptiv und kovalent unterschieden
werden. Werden beide Spezies gleichzeitig angeboten, so binden 293 Moleküle VK und 3,2
Moleküle BSA (Experiment C). Wird schließlich zuerst mit BSA und daran anschließend mit
VK behandelt, so werden beinahe keine Dipeptid-Moleküle mehr gebunden (Experiment E).
Wieder werden pro 10 nm² zwischen 3 und 4 Moleküle BSA gebunden, allerdings nur noch
18 Moleküle VK. Dieser Wert liegt an der unteren Nachweisgrenze der Aminosäureanalyse
und stellt gegenüber den Experimenten A, B und C eine Verminderung der Anbindung des
Dipeptides um etwa 90% dar (Tabelle 3.2.6).
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Die Ergebnisse zeigen, daß bei gleichzeitig zugegebenem Peptid und Protein (Experiment C)
die jeweilige Bindungsdichte nicht wesentlich von der Einzelanbindung abweicht. Das selbe
Ergebnis erhält man, wenn zuerst das Dipeptid angeboten wird und anschließend das Protein
(Experiment D).
BSA
Polyacrylsäure-
Kette mit
Carboxylgruppen
VK
PDLLA
Abbildung 3.2.5: Modell der Anordnung von BSA und dem Peptid VK, die unter verschiedenen Bedingungen
auf der gepfropften PDLLA-Folie immobilisiert wurden: gleichzeitige Anbindung von VK und BSA; Anbindung
von VK mit nachfolgender Anbindung von BSA (Experiment C + D).
Wird jedoch zuerst BSA angeboten, werden kaum noch VK Moleküle gebunden (Experiment
E). Offensichtlich bilden die BSA Moleküle eine dichte und undurchdringliche Schicht, die
darunterliegende Carboxylgruppen vor der Reaktion mit VK abschirmt.
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BSA
Polyacrylsäure-
Kette mit
Carboxylgruppen
VK
PDLLA
Abbildung 3.2.6: Modell der Anordnung von BSA und dem Peptid VK nach Anbindung von BSA mit
nachfolgender Anbindung von VK (Experiment E).
Zusammengefasst bietet die mit Polyacrylsäure gepfropfte poly-D,L-lactid Folie interessante
Möglichkeiten, um große Mengen Protein und Peptid (20 - 30 µg / cm²) anzubinden. Der
Prozentsatz der adsorptiven Bindung liegt zwischen 5% und 40% der Gesamtanbindung und
hängt außer von der Qualität der Pfropfung auch von der Natur der Proteine und Peptide ab.
3.3 In-vitro Erzeugung Reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies zur
Modifizierung von Aminosäuren und Proteinen
Durch die insbesondere bei Entzündungsreaktionen im Gewebe gebildeten "Reaktiven
Sauerstoff Spezies" (ROS), sind im Körper befindliche Proteine vielerlei Veränderungen
unterworfen. Die dabei im Mittelpunkt stehenden ROS sind das Hydroxylradikal (OH.), die
Hypochlorige Säure (HOCl) sowie die Peroxosalpetrige Säure (HOONO), die neben
oxidativen Veränderungen der Protein-Seitenketten und des Protein-Rückgrates auch zu
Hydroxylierung, Chlorierung und Nitrierung der aromatischen Seitenketten führen
(Abbildung 3.3.1).
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OH OH
OH
NO2
N
H
N
O
H O OH
Cl
OH
OH
Protein
Abbildung 3.3.1: Darstellung einiger durch ROS modifizierter Aminosäurereste in Proteinen. Die für diese
Arbeit im Folgenden besonders wichtige Modifizierung ist durch einen Kasten hervorgehoben.
Das Ausmaß dieser Veränderungen kann über einige der durch die Interaktion der ROS mit
den Proteinen gebildeten Reaktionsprodukte bestimmt werden, wobei diese als qualitative und
quantitative Marker für den oxidativen Stress dienen (Tabelle 3.3.1).
Tabelle 3.3.1: Übersicht einiger wichtiger Marker für oxidativen Streß.
Agens Marker Nachweis
HOCl 3-Chlorotyrosin HPLC
HOONO 3-Nitrotyrosin HPLC, ELISA
OH-Radikal ∆ Carbonylgehalt UV/VIS
Für die qualitative und quantitative Untersuchug dieser Reaktionen in vitro ist die
Verfügbarkeit der interessierenden reaktiven Spezies im Labor Voraussetzung. Da in der
vorliegenden Arbeit das Hauptaugenmerk auf die Hypochlorige Säure, die Peroxosalpetrige
Säure sowie das Hydroxylradikal gerichtet ist, werden im Folgenden die Reaktionen dieser
drei Oxidantien qualitativ untersucht.
3.3.1 Hypochlorige Säure
Die Hypochlorige Säure kann durch Ansäuern einer handelsüblichen Natriumhypochlorit-
Lösung erhalten werden. Ihre chlorierende Wirkung wird durch die Umsetzung von Tyrosin
zu 3-Chlorotyrosin über HPLC mit UV/VIS-Detektion nachgewiesen. Dazu wird eine wäßrige
Tyrosinlösung mit einer Natriumhypochloritlösung im Verhältnis 100:1 gemischt und
angesäuert. Zur Überprüfung des Ergebnisses wird nach Anheben des pH-Wertes auf 7,4
isokratisch über eine RP-18 Säule getrennt.
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Durch Übereinanderlegen eines Chromatogramms von 3-Chlorotyrosin als Vergleichs-
Standard und des Chromatogramms der Umsetzung von Tyrosin mit HOCl (Abbildung 3.3.2)
läßt sich anschaulich zeigen, daß die Hypochlorige Säure (bzw. eine Natriumhypochlorit-
Lösung) unter geeigneten Rahmenbedingungen in der Lage ist, Tyrosin am aromatischen
Kohlenstoff-Ring zu chlorieren. Entscheidenden Einfluß hat hierbei der pH-Wert, so daß eine
Chlorierung erst ab einem pH-Wert < 3 zu beobachten ist.
Abbildung 3.3.2: Chromatogramm von (a) 3-Chlorotyrosin (Standard) und von (b) mit HOCl behandeltem
Tyrosin. Inj. 200 µl (entsprechend 600 nmol Tyr). Isokratische Elution mit einem Puffer aus 100 mM KH2PO4
pH 3,5 und Methanol in einem Verhältnis von 70:30. Detektion bei 280 nm.
A. van der Vliet et al. (Eiserich et al., 1996) berichten über eine nitrierende Spezies, die sich
aus HOCl und dem Nitrit-Anion bilden kann (Nitrylchlorid, Cl-NO2). Wird in unseren
Experimenten die Natriumhypochloritlösung in Gegenwart von Nitrit-Ionen zu einer
Tyrosinlösung gegeben, so findet sowohl bei pH 2 als auch bei pH 5 eine Nitrierung anstelle
einer Chlorierung von Tyrosin statt (ohne Zugabe der Natriumhypochloritlösung findet keine
Nitrierung statt). Eine gleichzeitige Chlorierung wird nicht beobachtet. In Abbildung 3.3.3 ist
dies anhand eines Chromatogramms der Umsetzung von Tyrosin mit HOCl in Gegenwart von
Nitrit-Ionen sowie eines darübergelegten Chromatogramms von 3-Nitrotyrosin als
Vergleichs-Standard gezeigt.
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Abbildung 3.3.3: Chromatogramm von (a) 3-Nitrotyrosin (Standard) und von (b) mit NO2-/HOCl behandeltem
Tyrosin. Inj. 200 µl (entsprechend 600 nmol Tyr). Isokratische Elution mit einem Puffer aus 100 mM KH2PO4
pH 3,5 und Methanol in einem Verhältnis von 70:30. Detektion bei 280 nm.
3.3.2 Peroxosalpetrige Säure
Die Peroxosalpetrige Säure wird für die jeweiligen Experimente im Labor selber hergestellt
(Koppenol et al., 1996), kann aber mittlerweile ebenfalls über den Handel bezogen werden.
Die nitrierende Wirkung wird durch die Umsetzung von Tyrosin zu 3-Nitrotyrosin
nachgewiesen. Dazu wird eine sauer gepufferte Tyrosinlösung mit der stark basischen Lösung
des Anions der Peroxosalpetrigen Säure gemischt. Sinkt der pH-Wert der Reaktionslösung auf
einen Wert < 12, so wird durch Protonierung des Säure-Anions (ca. pKa 7) die (instabile)
Peroxosalpetrige Säure freigesetzt, die nun mit Tyrosin reagieren kann. Zur Überprüfung des
Ergebnisses wird wieder über eine RP-18 Säule getrennt.
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Abbildung 3.3.4: Chromatogramm von (a) 3-Nitrotyrosin (Standard) und von (b) mit HOONO behandeltem
Tyrosin. Inj. 200 µl (entsprechend 600 nmol Tyr). Isokratische Elution mit einem Puffer aus 100 mM KH2PO4
pH 3,5 und Methanol in einem Verhältnis von 70:30. Detektion bei 280 nm.
Durch Übereinanderlegen eines Chromatogramms von 3-Nitrotyrosin als Vergleichs-Standard
und des Chromatogramms der Umsetzung von Tyrosin mit HOONO läßt sich anschaulich
zeigen, daß die Peroxosalpetrige Säure unter geeigneten Rahmenbedingungen in der Lage ist,
Tyrosin am aromatischen Kohlenstoff-Ring zu nitrieren (Abbildung 3.3.4).
3.3.3 Hydroxyl-Radikale
Die Hydroxyl-Radikale werden im Labor durch die Umsetzung von Wasserstoffperoxid mit
FeII-Ionen gebildet (Fenton Reaktion, R. 16, vergl. Kapitel 2.4.1).
Werden die dabei entstehenden FeIII-Ionen in situ wieder reduziert, so kann die Bildung der
Hydroxyl-Radikale über längere Zeit aufrechterhalten werden (R. 17).
3.3.3.1 Indirekter Nachweis der Hydroxylradikale mittels DNPH-Test
Die durch Hydroxylradikale an Proteinen verursachten Veränderungen - Hydroxylierung, (C-
C)-Verknüpfung und Carbonylierung - können qualitativ über die Zunahme der Oxogruppen
der jeweiligen Proteine bestimmt werden. In dem hier verwendeten Carbonylierungs-Test
(Levine et al., 1994) wird eine Rinderserumalbumin (BSA) -Lösung mit einer Mischung aus
FeII-EDTA und Wasserstoffperoxid behandelt. Nach Ultrafiltration zum Entfernen der
oxidierenden Reagenzien werden die Proben (und ebenfalls eine Probe mit nicht behandeltem
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Protein) mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH) umgesetzt, das mit den vorhandenen
Carbonylgruppen zu den entsprechenden Hydrazonen reagiert. Nach Abtrennen des
Reagenzes vom Protein durch Gelfiltration können die Hydrazone photometrisch bei 360 nm
bestimmt werden. Der unterschiedliche Carbonylierungsgrad der unbehandelten bzw. der
behandelten Proteine ist dabei ein Maß für den Grad der oxidativen Veränderungen. Werden
zu einer Lösung von BSA (40 µM) und FeII-EDTA (2,5 mM) in PBS unterschiedliche
Mengen Wasserstoffperoxid gegeben, so findet man mit zunehmender Menge zugegebenem
H2O2 den in Tabelle 3.3.2 wiedergegebenen, steigenden Anteil Carbonylgruppen.
Tabelle 3.3.2: Anzahl der durch OH-Radikale veränderten BSA-Moleküle in Abhängigkeit der zugegebenen
Menge Wasserstoffperoxid (Konzentration in der Reaktionslösung); der Grad der Carbonylierung wurde
photometrisch mit Hilfe von DNPH bestimmt.
H2O2 [mM]
Jedes x. BSA-Molekül
carbonyliert
20
carbonylierte Moleküle
%
0,25 20 5,0
2,5 6 16,7
25 4 25,0
Tabelle 3.3.2 ist zu entnehmen, daß der Carbonylierungsgrad bei einer Konzentration von
Wasserstoffperoxid in der Reaktionslösung von 2,5 mM bzw. 25 mM etwa in der selben
Größenordnung liegt. In den folgenden Versuchen wird deshalb der niedrigeren
Konzentration der Vorzug gegeben.
In Abbildung 3.3.5 ist die Zunahme der in einem Protein (hier BSA) vorhandenen
Carbonylgruppen durch eine oxidative Behandlung mit dem Fenton Reagenz anschaulich
dargestellt. Nach Behandlung mit DNPH wird das Reaktionsgemisch über eine
Gelfiltrationssäule getrennt und die jeweilige UV/VIS-Absorption aufgezeichnet. In
Teilabbildung a) ist die Absorption bei 360 nm (DNPH) relativ gering, allerdings nicht gleich
0; das Protein weist also wahrscheinlich auch im unbehandelten Zustand eine gewisse Anzahl
Carbonylgruppen auf. Nach Behandlung mit Fenton Reagenz (Teilabbildung b) steigt die
Absorption bei 360 nm dramatisch an. Durch die oxidative Behandlung kommt es also zu
einer deutlichen Erhöhung der im Protein befindlichen Carbonylgruppen.
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a)
b)
Abbildung 3.3.5: Chromatogramme der Carbonylierungs-Tests; a) ohne und b) mit Zugabe von Fenton-Reagenz.
Das Hydrazon absorbiert bei 360 nm, die Absorption bei 280 nm dient der Kontrolle des Proteingehaltes.
In der Literatur finden sich Hinweise darauf (Beckman et al., 1990; Ischiropoulos und al-
Mehdi, 1995; Pou et al., 1995), daß auch die Peroxosalpetrige Säure oxidierendes Potential
besitzt. Zur Überprüfung wird eine Rinderserumalbumin-Lösung (150 µM) mit
unterschiedlichen Mengen Peroxosalpetriger Säure behandelt und das Ausmaß der oxidativen
Veränderungen über die jeweilige Zunahme der Oxogruppen bestimmt. Nach Ultrafiltration
zum Entfernen des oxidierenden Reagenzes werden die Proben und ebenfalls eine Probe mit
nicht behandeltem Protein mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin zur Bestimmung der Oxogruppen
durch die Bildung von Hydrazonen umgesetzt. Nach Abtrennen des DNPH vom Protein durch
Gelfiltration, können die gebildeten Hydrazone photometrisch bei 360 nm bestimmt werden
(Tabelle 3.3.3).
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Tabelle 3.3.3: Anzahl der durch HOONO (Konzentration in der Reaktionslösung) veränderten Moleküle; DNPH-
Test.
HOONO [mM] jedes x. BSA-Molekülcarbonyliert
carbonylierte Moleküle
%
- 71 1,4
0,5 10 10,0
1,5 9 11,1
5 6 16,7
Auch wenn die Carbonylierungsassays keine Aussagen über die Art der an den Proteinen
erfolgten Veränderungen sowie deren jeweilige Quantifizierung zulassen, so läßt sich doch
folgern, daß sowohl die oxidativen Veränderungen durch das Hydroxylradikal als auch durch
die Peroxosalpetrige Säure zumindest im hier festgelegten Rahmen in der gleichen
Größenordnung liegen.
Werden die Ergebnisse aus insgesamt acht Experimenten zusammengefaßt, so läßt sich
zeigen, daß unter den gewählten Bedingungen und im Vergleich zu den unbehandelten
Rinderserumalbumin-Proben die modifizierten Proben einen etwa 5-10fach höheren
Carbonylierungsgrad aufweisen (Tabelle 3.3.4).
Tabelle 3.3.4: Anzahl der durch OH-Radikale oder HOONO oxidativ modifizierten BSA-Moleküle; DNPH-Test.
jedes x. BSA-Molekül carbonyliert carbonylierte Moleküle
%
BSA unbehandelt 44 – 52 1,9 – 2,3
Fenton-System 3 – 8 12,5 - 33,3
Peroxosalpetrige Säure 5 – 9 11,1 - 20,0
3.3.3.2 Direkter Nachweis der Hydroxylradikale mittels Elektronenspinresonanz-
Spektroskopie (ESR)
Um die Anzahl der über die Reaktion von Wasserstoffperoxid mit FeII-EDTA erzeugten
Hydroxylradikale zu bestimmen, wird ein ausgesuchtes Fenton-System mittels
Elekronenspinresonanz (ESR) spektroskopisch untersucht. Das kurzlebige Hydroxyl-Radikal
läßt sich nach seiner Generierung mit einer Spin-Falle (in diesem Fall N-t-Butyl-a-
phenylnitron, PBN) abfangen und so in ein relativ langlebiges Radikal überführen (Reaktion
18), das bequem mittels ESR-Spektroskopie nachgewiesen werden kann.
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Die Messungen wurden in Quarzkapillaren durchgeführt, die Spektren werden in Form ihrer
1. Ableitung aufgenommen.
N
+
O
N
OH
O  
HO.
Das Spektrum in Abbildung 3.3.6 zeigt das für ein PBN-OH-Spinaddukt (Nitroxyl-R
typische Muster. Wird dem Fenton-System jeweils eine Komponente nicht z
(Wasserstoffperoxid, Eisen-Ionen oder PBN), so kann kein Signal beobachtet werden.
Abbildung 3.3.6: ESR-Spektrum des Spin-Adduktes PBN-OH.
Soll eine Quantifizierung des gebildeten Spin-Adduktes erfolgen, so kann dies ü
Vergleichssubstanz, hier das stabile Radikal 2,2'-Diphenyl-1-picrylhydrazyl Hydrat 
21), erfolgen. Durch die Einwaage unterschiedlicher Mengen läßt sich eine Kalibrier
ermitteln, mit deren Hilfe anschließend die Zahl der entstandenen Hydroxylradikale b
wird. Die DPPH-Proben wurden in einer Mischung aus Toluol und Methanol (70
gelöst, Abbildung 3.3.7 zeigt eines der Spektren mit dem für DPPH typischen Muster.
Abbildung 3.3.7: ESR-Spektrum von DPPH in Toluol/Methanol 70:30 v/v.R. 18adikal)
ugeführt
ber eine
(DPPH,
funktion
estimmt
:30 v/v)
3 Ergebnisse
83
Über die Bestimmung der jeweiligen Signal-Intensität I, aus der man unter Einbeziehung
verschiedener Geräteparameter die normierte Intensität IN erhält (Tabelle 3.3.5, vergl. auch
Kapitel 2.6.4, Gl. 1), ergibt sich die gesuchte Kalibrierfunktion.
Tabelle 3.3.5: Normierte Intensitäten der DPPH-Lösungen in Abhängigkeit der jeweiligen Konzentration.
IN [c] nmol/ml
0,024 8,3
0,295 91
2,590 1000
Für das Spektrum des Spin-Adduktes PBN-OH ergibt sich die normierte Intensität zu IN =
0,0538. Die daraus errechnete Konzentration des Spinadduktes entspricht einer Konzentration
der Hydroxylradikale von 16 nmol/ml. Umgerechnet ergibt sich daraus eine
Teilchenzahldichte von 9*1015 OH-Radikalen pro ml. Die Experimente zeigen in erster Linie,
daß durch das ausgewählte Fenton-System Hydroxyl-Radikale gebildet werden. Für eine
weitergehende Untersuchung der Konzentrationsabhängigkeit der Radikalbildung sind weitere
Versuche notwendig, bei denen mit unterschiedlichen Konzentrationen im gleichen Verhältnis
gearbeitet werden muß.
3.4 Nachweis entzündungsbedingter Veränderungen an Proteinen
Nachdem gezeigt werden konnte, daß die in vitro Radikal-Systeme - Hypochlorige Säure,
Peroxosalpetrige Säure und Hydroxylradikal (Fenton-Reaktion) - dazu geeignet sind, die auch
bei Entzündungen nachweisbaren Marker 3-Nitrotyrosin und 3-Chlorotyrosin sowie die
relative Zunahme des Carbonylierungsgrades der Proteine zu generieren, soll unter
Konzentration auf 3-Nitrotyrosin eine empfindliche Nachweismethode für diesen Marker
etabliert werden. 3-Nitrotyrosin wird mit Hilfe der Hochauflösenden
Flüssigkeitschromatographie (HPLC) mit Vorsäulenderivatisierung und anschließender
UV/VIS-Detektion nachgewiesen, wobei die Vorsäulenderivatisierung entscheidend zur
Steigerung der Empfindlichkeit beiträgt. Die Entwicklung der Methode umfaßt neben der
qualitativen Erfassung des Analyten insbesondere auch seine quantitative Bestimmung.
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3.4.1 Qualitativer Nachweis von 3-Nitrotyrosin
Der Nachweis von 3-Nitrotyrosin geschieht nach Hydrolyse der zu untersuchenden Proteine
und anschließender Vorsäulenderivatisierung der freien Aminosäuren. Derivatisiert wird mit
4-Dimethylaminoazobenzol-4'-sulfonylchlorid (Dabsyl-Chlorid, DABS-Cl 25, das sowohl
über seine Fluoreszenz als auch durch seine Absorption im UV/VIS photometrisch detektiert
werden kann ) (Lin et al., 1975; Malencik et al., 1998).
NN N S Cl
O
O
DABS-Cl   25
Zuerst wird die Elutions-Reihenfolge der derivatisierten Aminosäuren bestimmt. Dazu wird
nach Vorsäulenderivatisierung mit Dabsyl-Chlorid ein Aminosäurestandard (siehe Kapitel
2.6.8) über eine RP18-Säule mittels Gradientensystem-HPLC getrennt und mit einem UV/VIS
Detektor detektiert. Danach werden schrittweise alle interessierenden Aminosäuren einzeln
und anschließend zusammen mit dem Aminosäurestandard auf die Säule gegeben. Durch
einen Vergleich der Retentionszeiten ergibt sich die Zuordnung der Aminosäure zum
jeweiligen Signal (Abbildung 3.4.1).
Abbildung 3.4.1: RP-HPLC – Elutions-Reihenfolge der mit DABS-Cl derivatisierten Aminosäuren (jeweils 250
pmol) des Aminosäure-Standards. Methode siehe Kapitel 2.6.8.
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Auf gleiche Weise lassen sich nach Umsetzung mit Dabsyl-Chlorid auch die beiden Tyrosin-
Derivate 3-Nitrotyrosin und 3-Chlorotyrosin nachweisen (Abbildung 3.4.2).
Abbildung 3.4.2: RP-HPLC – Nachweis der mit DABS-Cl derivatisierten Tyrsoin-Derivate 3-Nitrotyrosin und 3-
Chlorotyrosin. Methode siehe Kapitel 2.6.8.
3.4.2 Quantitativer Nachweis von 3-Nitrotyrosin
Für Untersuchungen zum 3-Nitrotyrosingehalt modifizierter Proteine wird
Rinderserumalbumin (BSA) durch die Behandlung mit Peroxosalpetriger Säure (HOONO)
nitriert. Exemplarisch sollen zwei gleichartige Versuchsreihen (Experiment 1 und 2) näher
betrachtet werden, in denen zu einer gepufferten BSA-Lösung unterschiedliche Mengen
Peroxosalpetrige Säure gegeben werden. Nach erfolgter Reaktion werden die Proben via
Ultrafiltration aufkonzentriert und in einem bekannten Volumen aufgenommen. Die Zahl der
durch die Umsetzung generierten 3-Nitrotyrosinreste läßt sich in den beiden Experimenten
nun direkt photometrisch und parallel auch über HPLC mit Vorsäulenderivatisierung und
UV/VIS-Detektion bestimmen.
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Direkte photometrische Bestimmung
In Tabelle 3.4.1 sind die Absorptionswerte der direkten photometrischen Bestimmung für
Experiment 1 und Experiment 2 in Abhängigkeit der zugegebenen Menge HOONO
wiedergegeben. Die Konzentrationsangabe der Peroxosalpetrigen Säure bezieht sich dabei auf
die Konzentration im Reaktionsvolumen.
Tabelle 3.4.1: Absorption der durch HOONO modifizierten Rinderserumalbumin-Lösungen bei 438 nm.
Experiment 1 Experiment 2Zugabe
HOONO [µl] HOONO [mM] AU HOONO [mM] AU
0 0 0 0 0
5 0,625 0,015 0,653 0,012
10 1,250 0,02 1,305 0,017
15 1,875 0,025 - -
20 2,500 0,029 2,610 0,021
25 3,125 0,033 - -
30 - - 3,915 0,029
40 - - 5,220 0,029
Der Zusammenhang zwischen den aus den Absorptionswerten über den Molaren
Extinktionskoeffizienten (ε438 = 4300 M-1cm-1 bei pH 9) (Ischiropoulos et al., 1992)
berechneten Konzentrationen für 3-Nitrotyrosin und der zugegebenen Menge HOONO ist in
den Abbildung 3.4.3 und 3.4.4 wiedergegeben.
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Abbildung 3.4.3: Abhängigkeit der 3-Nitrotyrosinkonzentration von der zugegebenen Menge HOONO
(Experiment 1).
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Abbildung 3.4.4: Abhängigkeit der 3-Nitrotyrosinkonzentration von der zugegebenen Menge HOONO
(Experiment 2).
Dem Kurvenverlauf kann entnommen werden, daß mit zunehmender Zugabe HOONO eine
kleiner werdende Anzahl Tyrosin-Reste zusätzlich modifiziert werden. Die Nitrierung
verläuft also nicht linear.
Bezieht man die BSA-Konzentration in den Meßlösungen mit ein, so lassen sich schließlich
die Konzentrationen für 3-Nitrotyrosin auch in Reste pro BSA-Molekül umrechnen (Tabelle
3.4.2).
Tabelle 3.4.2: Anzahl der 3-Nitrotyrosin-Reste pro BSA-Molekül (UV/VIS)
Experiment 1 Experiment 2
HOONO [mM] NO2-Tyr/BSA-Molekül HOONO [mM] NO2-Tyr/BSA-Molekül
0 0 0 0
0,625 4,6 0,653 1,8
1,250 6,2 1,305 2,6
1,875 7,8 - -
2,500 9 2,610 3,2
3,125 10,2 - -
- - 3,915 4,4
- - 5,220 4,4
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Wie man der Tabelle entnehmen kann, unterscheiden sich die Ergebnisse der beiden
Experimente trotz prinzipiell gleichartiger Durchführung. Der Unterschied könnte auf eine
abweichende Zusammensetzung der verwendeten Pufferlösungen bezüglich ihres Gehaltes an
Übergangsmetallionen oder der Menge an gelöstem CO2 zurückzuführen sein (siehe
Diskussion 4.3.2.1). Beiden Ergebnissen gemeinsam ist, daß selbst bei Zugabe der kleinsten
Menge HOONO (rechnerisch) schon jedes BSA-Molekül mindestens einen 3-Nitrotyrosin-
Rest enthält.
Bestimmung über HPLC (UV/VIS-Detektion nach Vorsäulenderivatisierung)
Obwohl die direkte photometrische Bestimmung durch ihre simple Handhabung besticht,
kann sie nur für die Bestimmung größerer Proteinmengen (3-Nitrotyrosingehalt im nmol-
Bereich) verwendet werden. Für den Nachweis kleinerer Mengen 3-Nitrotyrosin (pmol-
Bereich) wird auf die Bestimmung mittels HPLC und Vorsäulenderivatisierung
zurückgegriffen.
Zur Untersuchung auf den 3-Nitrotyrosingehalt von nitriertem BSA werden aus den Lösungen
der zwei Nitrierungs-Experimente jeweils 10 µl abgenommen. Die Proben werden
hydrolysiert und nach ihrer Derivatisierung chromatographiert (Abbildungen 3.4.5 und 3.4.6).
Abbildung 3.4.5: Experiment 1; Chromatographische Trennung von nitriertem und anschließend hydrolisiertem
BSA. Die Nitrierung erfolgte durch Zugabe unterschiedlicher Mengen Peroxosalpetriger Säure: 1) 0,6 mM, 2)
1,3 mM und 3) 2,5 mM. Die entsprechenden Tyrosin – bzw. 3-Nitrotyrosinsignale sind gesondert dargestellt.
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Abbildung 3.4.6: Experiment 2; Chromatographische Trennung von nitriertem und anschließend hydrolisiertem
BSA. Die Nitrierung erfolgte durch Zugabe unterschiedlicher Mengen Peroxosalpetriger Säure: 1) 0,7 mM, 2)
2,6 mM und 3) 5,2 mM. Die entsprechenden Tyrosin – bzw. 3-Nitrotyrosinsignale sind gesondert dargestellt.
In Tabelle 3.4.3 sind die Signalflächen in Abhängigkeit der zugegebenen Mengen HOONO
wiedergegeben. Aus den Signalflächen kann über eine Kalibrierfunktion die jeweils
zugehörige Menge 3-Nitrotyrosin ermittelt werden.
Tabelle 3.4.3: Aus den Chromatogrammen der Experimente 1 und 2 ermittelte Signalflächen für 3-Nitrotyrosin
(NO2-Tyr) nach Zugabe verschiedener Mengen HOONO zu BSA.
Experiment 1 Experiment 2
HOONO
[mM]
Fläche NO2-Tyr
[mAU*s]
HOONO
[mM]
Fläche NO2-Tyr
[mAU*s]
0 0 0 0
0,625 85,8 0,653 46,9
1,250 114,6 1,305 66,4
1,875 149,8 - -
2,500 - 2,610 74,8
3,125 190,5 - -
- - 3,915 101,4
- - 5,220 132,2
3 Ergebnisse
90
Zur Ermittlung der Kalibrierfunktion muß zunächst die Wiederholbarkeit der Bestimmung
sowie die Hydrolysebeständigkeit des Analyten bestimmt werden. Hierzu werden drei gleiche
Einwaagen 3-Nitrotyrosin30 sowohl ohne als auch nach erfolgter Hydrolyse mit DABS-Cl
derivatisiert. Die sechs Proben werden jeweils dreifach chromatographiert. Die aus den
Chromatogrammen bestimmten Flächen stimmen innerhalb eines Experimentes besser als 3%
(Wiederholbarkeit) überein. Der Mittelwert aus der Dreifachbestimmung mit Hydrolyse liegt
um (ebenfalls) 3% höher als der ohne Hydrolyse bestimmte Mittelwert; dies zeigt, daß der
Analyt weitgehend hydrolysestabil ist.
Zur eigentlichen Kalibration werden unterschiedliche Einwaagen NO2-Tyr hydrolysiert und
anschließend mit DABS-Cl derivatisiert. Aus den Chromatogrammen kann anschließend die
jeweilige Signalfläche bestimmt und den jeweiligen Stoffmengen zugeordnet werden (Tabelle
3.4.4). Durch Auftragen der Signalfläche gegen die 3-Nitrotyrosinkonzentration und
Bestimmung der Steigung der Ausgleichsgeraden erhält man die Kalibrationsfunktion
    y = 1,92 x   mit R2 = 0.99.
Tabelle 3.4.4: Zuordnung der Signalflächen zu den jeweiligen Stoffmengen 3-Nitrotyrosin.
3-Nitrotyrosin [pmol] Fläche [mAU*s]
10 12,1
25 40,0
50 93,8
100 195,5
Da der Nitrotyrosingehalt in einem Protein bestimmt werden soll, muß auch die Kalibration
zusammen mit einem Protein durchgeführt werden. Wie oben werden unterschiedliche
Mengen 3-Nitrotyrosin zusammen mit jeweils 10 µg eines Proteins hydrolysiert und
anschließend derivatisiert. Aus den Chromatogrammen wird schließlich die Signalfläche für
3-Nitrotyrosin bestimmt. Für die Meerrettichperoxidase ergibt sich eine Kalibrationsfunktion
von y = 2,185 x, für Rinderserumalbumin von y = 2,685 x. Versuche ohne Zugabe von 3-
                                                
30 Überprüfung durch UV/VIS-Spektroskopie. Eine Überprüfung via Aminosäureanalyse (s. Abbildung 2.6.3)
kann nicht erfolgen, da sich 3-Nitrotyrosin über Nachsäulenderivatisierung mit o-Phthalaldehyd (OPA)
interessanterweise nicht nachweisen läßt.
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Nitrotyrosin zeigen, daß die eventuell in den Proteinen schon vorhandenen Mengen 3-
Nitrotyrosin zu gering sind, um mit diesem System nachgewiesen zu werden.
Es zeigt sich also, daß das Ergebnis der Kalibration von der jeweiligen Matrix abhängig ist.
Der Grund für diese Abhängigkeit kann sowohl bei der Hydrolyse als auch bei der
Vorsäulenderivatisierung liegen, wobei jeweils die unterschiedliche Aminosäure-
zusammensetzung für die auftretenden Abweichungen verantwortlich sein dürfte.
Mit der Kalibrierfunktion für BSA lassen sich nun die Mengen an 3-Nitrotyrosin in
Experiment 1 und Experiment 2 bestimmen und mit Hilfe der bekannten Konzentration von
BSA in der Meßlösung in 3-Nitrotyrosin-Resten pro BSA-Molekül ausdrücken (Tabelle
3.4.5). Ein Vergleich von Tabelle 3.4.5 (HPLC) mit Tabelle 3.4.2 (UV/VIS) zeigt, daß beide
Methoden zum selben Ergebnis führen.
Tabelle 3.4.5: Anzahl der 3-Nitrotyrosin-Reste pro BSA-Molekül (HPLC)
Experiment 1 Experiment 2
HOONO [mM] NO2-Tyr/BSA-Molekül HOONO [mM] NO2-Tyr/BSA-Molekül
0 0 0 0
0,625 4 0,653 2
1,250 6 1,305 3
1,875 7 - -
2,500 - 2,610 4
3,125 9 - -
- - 3,915 5
- - 5,220 6
3.4.3 ELISA zur Bestimmung von 3-Nitrotyrosin in Proteinen
Zum Nachweis noch kleinerer Mengen 3-Nitrotyrosin in Proteinen wird ein indirekter
Antikörpertest (ELISA, Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) entwickelt, der prinzipiell
allerdings nur vergleichende Aussagen zuläßt, also semiquantitative Ergebnisse liefert.
Bei einem indirekten ELISA wird ein Antigen, in unserem Fall ein durch Peroxosalpetrige
Säure modifiziertes Protein, auf einer Substratoberfläche (96Well-Platte aus Polystyrol)
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adsorbiert (Abbildung 3.4.7). Durch Bindung eines spezifischen Antikörpers, der gegen die 3-
Nitrotyrosingruppen in den modifizierten Proteinen gerichtet ist (AK1), sowie die
anschließende Bindung eines zweiten, mit einem Enzym (Meerrettichperoxidase) gekoppelten
Antikörpers, der gegen den ersten Antikörper gerichtet ist (AK2), kann das adsorbierte
Antigen nachgewiesen werden: das gekoppelte Enzym bildet aus einem zugesetzten
Chromogen einen stark absorbierenden Farbstoff, der photometrisch bestimmt werden kann.
Substratoberfläche
Protein (Antigen)
AK1
AK2
Enzym
Abbildung 3.4.7: Schematische Darstellung eines indirekten ELISA; (AK = Antikörper).
Ein ELISA enthält viele Parameter, die einen Einfluß auf das Ergebnis haben und hinsichtlich
einer Optimierung des Verfahrens einzeln sowie im Zusammenspiel untersucht werden
müssen. Zu den wichtigsten Parameter zählt der pH-Wert der Analyt-Lösung, die jeweilige
Arbeitskonzentration der beiden Antikörper, die Wahl eines geeigneten Blockpuffers sowie
die Zeit, die in den jeweiligen Schritten der Proteinadsorption/ Proteinbindung zur Verfügung
steht. Die Überprüfung sämtlicher Parameter und ihre optimale Abstimmung untereinander
erfordert Zeit, Geduld und Erfahrung, allerdings gibt es bereits eine recht große Auswahl
generell anwendbarer Protokolle, die für einen Einstieg geeignet sind.
Zuerst wird der Einfluß der Antikörperverdünnung untersucht. Dazu wird der primäre
Antikörper, ein gegen 3-Nitrotyrosin gerichteter polyklonaler Antikörper (Upstate) sowie der
ebenfalls polyklonale sekundäre Antikörper in jeweils zwei verschiedenen Verdünnungen
verwendet. Um auszuschließen, daß die für BSA bestimmten Absorptionswerte durch im
unbehandelten Protein vorhandene 3-Nitrotyrosingruppen verursacht werden, wird außerdem
durch Dithionit reduziertes BSA, in dem alle eventuell vorhandenen 3-Nitrotyrosingruppen zu
3-Aminotyrosingruppen reduziert wurden, verwendet (Tabelle 3.4.6).
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Tabelle 3.4.6: Einfluß der Antikörperverdünnung; untersucht wurden Lösungen mit reduziertem BSA,
unbehandeltem BSA sowie BSA, das mit 250 µM HOONO bzw. 750 µM HOONO behandelt wurde. Die Werte
stellen Mittelwerte aus Doppelbestimmungen dar.
Verdünnung AU
AK1 AK2 BSA'(red.) BSA
BSA'
(250 µM HOONO)
BSA'
(750 µM HOONO)
'1:1000 '1:1000 0,698 0,631 2,971 2,860
'1:1000 '1:2000 0,387 0,522 2,589 2,502
'1:2000 '1:1000 0,414 0,509 2,857 2,752
'1:2000 '1:2000 0,326 0,519 2,366 2,392
Werden die Daten aus Tabelle 3.4.6 graphisch aufbereitet, so kann der Abbildung entnommen
werden, daß die Variation der Antikörperkonzentration im gewählten Bereich keinen großen
Einfluß hat: die über alle Konzentrationskombinationen gemittelten Absorptionswerte weisen
lediglich geringe Unterschiede auf; die Variabilität der Werte ist als Fehlerbalken dargestellt
(Abbildung 3.4.8).
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Abbildung 3.4.8: Absorptionswerte des ELISA gegen 3-Nitrotyrosin; die jeweiligen Werte wurden über alle
Konzentrationskombinationen gemittelt, die Variabilität ist als Fehlerbalken dargestellt.
Der Abbildung kann außerdem entnommen werden, daß die Absorptionswerte für die
modifizierten Proteine etwa vierfach gegenüber den Absorptionswerten des unbehandelten
bzw. reduzierten Proteins erhöht sind. Interessant ist hierbei, daß durch die Modifizierung mit
der dreifachen Menge HOONO keine höheren Absorptionswerte resultieren.
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Der Unterschied zwischen BSA und BSA red. ist überraschend gering. Der geringe
Unterschied könnte für auch im unbehandelten Protein vorhandene 3-Nitrotyrosin-Gruppen
stehen, allerdings ist die unspezifische Adsorption der Anitkörper an BSA so groß, daß eine
diesbezügliche Beurteilung nicht sicher möglich ist.
In Kapitel 3.4.2 wurde gezeigt, daß BSA mit mindestens 600 µM HOONO umgesetzt werden
muß, damit mit Hilfe der HPLC noch 3-Nitrotyrosin detektiert werden kann. Diese bezüglich
der Umsetzung untere Grenze erweist sich für den ELISA als obere Grenze, da derart
modifizierte Proben zu einer Absorption führen, die keinen Unterschied zu einem noch stärker
modifizierten Protein erkennen lassen. Wird die Derivatisierung der Proteine allerdings durch
mit 0,3 N NaOH verdünnte Lösungen HOONO vorgenommen, so ist eine klare
Unterscheidung des Derivatisierungsgrades möglich (Abbildung 3.4.9). Daraus folgt, daß die
durch eine Konzentration von etwa 2,5 µM HOONO an den Proteinen verursachten
Veränderungen mit Hilfe des hier verwendeten ELISA noch nachgewiesen werden können.
1 2 3 4 5 6
NO2-BSA unverdünnt
NO2-BSA 1:100 (PBS)
0
0,5
1
1,5
2
2,5
AU
Abbildung 3.4.9: Einfluß unterschiedlich konzentrierter Lösungen HOONO auf die Derivatisierung zweier
unterschiedlich konzentrierter BSA-Lösungen. Außerdem dargestellt die Absorptionswerte für die mit PBS
(1:100) verdünnten Analytlösungen;
1 mg/ml BSA: (1) 250 µM HOONO (2) 25 µM HOONO (3) 2,5 µM HOONO
10 mg/ml BSA: (4) 250 µM HOONO (5) 25 µM HOONO (6) 2,5 µM HOONO
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Abbildung 3.4.9 kann man entnehmen, daß die Absorptionswerte für 2,5 µM HOONO im
Bereich der unbehandelten Proteine liegen: die Absorptionswerte für unbehandeltes BSA
liegen bei 0,306 ±0,032 AU, für das im Block-Puffer verwendete MLK (Milchpulver, fettfrei)
bei 0,286 ±0,093 AU. Durch weitere Optimierung des ELISA und Auffinden eines besser
geeigneten Block-Puffers, der einen geringeren Hintergrund liefert, sollte zukünftig auch der
Nachweis von Derivaten aus Umsetzungen mit noch kleineren Konzentrationen HOONO
möglich sein.
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4 Diskussion und Ausblick
4.1 Immobilisierung von Proteinen an Materialien für den
Hartgewebekontakt
Durch die Anbindung des Modellproteins Meerrettichperoxidase (HRP) an die Titanlegierung
TiAl6V4 mittels γ-Aminopropyl-Triethoxysilan (APTES) und Glutaraldehyd (GDA) konnte
gezeigt werden, daß auf einer Fläche von 1 µm² etwa 60 Proteinmoleküle mittlerer Größe
kovalent gebunden werden können. Da das Ziel einer Oberflächenmodifizierung oft die
verbesserte Zelladhäsion ist, stehen somit selbst für kleine Zellen weit mehr als 2000
Bindungsstellen zur Verfügung. Aber auch die Polysiloxanschicht alleine kann zu einer
Verbesserung der Zelladhäsion führen, da sie wichtige Parameter wie Oberflächenspannung,
Polarität/Ladung (Maroudas, 1975) und Benetzbarkeit beeinflußt (Liefeith et al., 1998;
Sauberlich et al., 1998). Die Anbindung über γ-Aminopropyl-Triethoxysilan und
Glutaraldehyd hat den Vorteil, daß sie schnell, einfach und schonend durchzuführen ist (Puleo
und Nanci, 1999), allerdings sind auch andere Vorgehensweisen denkbar.
Die Reinigung der Oberfläche mit einer Mischung aus Schwefelsäure und Wasserstoffperoxid
hat sich gegenüber anderen Methoden als am besten geeignet erwiesen (Nanci et al., 1998),
die Oxidschichtdicke sollte danach mindestens 80 Å stark sein, die Zahl der auf der
Oberfläche befindlichen Hydroxylgruppen sollte sich in der Größenordnung von etwa 50
OH/10 nm² bewegen (Simmons und Beard, 1987). Die Reaktivität der Hydroxylgruppen ist
im Allgemeinen gering, so daß sie für eine Kopplung mit Proteinen oder Peptiden entweder
durch das Einführen stärker nukleophiler Zentren oder aber durch Erzeugung oder das
Einführen elektrophiler Zentren aktiviert werden müssen. Letzteres erfordert meist harsche
Reaktionsbedingungen. Die Anbindung über Alkoxysilane bietet neben schonenden
Reaktionsbedingungen den Vorteil, daß diese gleichzeitig als 'Spacer' fungieren und so den
Proteinen nach Anbindung einen gewissen Schutz vor konformellen Änderungen
(Adsorption) bieten (Nanci et al., 1998). Werden spaltbare 'Spacer-Moleküle' verwendet, so
bieten diese zudem den Vorteil, daß gebundene Moleküle durch hydrolytische oder
enzymatische Reaktionen mit einer definierten Kinetik freigesetzt werden können (Horton
und Swaisgood, 1987).
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Prinzipiell kommen neben γ-Aminopropyl-Triethoxysilan auch andere Alkoxysilane in Frage,
beispielsweise Mercaptopropyl-Trimethoxysilan oder Chloropropyl-Triethoxysilan, die neben
einer größeren Reaktivität allerdings auch eine geringere Stabilität aufweisen.
Die Bindung von γ-Aminopropyl-Triethoxysilan über die Reaktion mit den Hydroxylgruppen
der Substratoberfläche kann durch Erhitzen in Toluol oder bei Raumtemperatur in Aceton
gelöst bzw. als wäßrige Lösung erfolgen. Durch die Anbindung in organischem Lösungsmittel
wird eine größere Anzahl Aminogruppen eingeführt, allerdings fällt die Beständigkeit dieser
Gruppen gegenüber den in wäßriger Lösung eingeführten Gruppen geringer aus. Dies wird
darauf zurückgeführt, daß sich gerade bei kleineren APTES-Konzentrationen in wäßriger
Lösung ein wohlgeordneter Monolayer ausbildet (20-30 NH2/10 nm²) (Weetall, 1976). Wie
sich in der vorliegenden Arbeit gezeigt hat, ist die Zahl der Aminogruppen bei der Anbindung
in siedendem Toluol abhängig von der Verweildauer in der abkühlenden Reaktionslösung.
Man könnte nun auf die Idee kommen, auf diese Weise die Anzahl der auf der Oberfläche
vorhandenen Aminogruppen steuern zu können. Allerdings ist davon auszugehen, daß die
durch lange Standzeiten entstehenden Schichten relativ inhomogen und nur wenig geordnet
sind, so daß sicherlich die direkte Entnahme (nach 10 Minuten) vorzuziehen ist.
Die zur Anbindung von Proteinmolekülen notwendige Aktivierung des Alkylamins gelingt
am Einfachsten über Glutardialdehyd, kann allerdings auch auf anderem Wege erfolgen,
beispielsweise über die Reaktion mit einem Triazin, der Überführung in ein Isothiocyanat, ein
Carboxylderivat (Aktivester) oder ein Arylamin (Azokopplung) (Weetall, 1970).
In unseren Experimenten zur Proteinanbindung mit Glutardialdehyd ist keine Korrelation
zwischen der Anzahl der Aminogruppen auf der Oberfläche und der Zahl gebundener
Proteinmoleküle feststellbar: es werden durch das Vorliegen einer größeren Anzahl
Aminogruppen nicht mehr Proteinmoleküle gebunden. Das bedeutet auch, daß der
Entnahmezeitpunkt nicht kritisch für die Proteinanbindung ist.
Bei seinen Untersuchungen zur Zeitabhängigkeit der Stabilität von an TiAl6V4 gebundenen
Enzymen in Kulturmedium stellt Puleo (Puleo, 1997) fest, daß sowohl die Konzentration von
APTES in der Reaktionslösung als auch das Medium der Reaktionslösung einen gewissen
Einfluß hat: er findet je nach Reaktionsbedingung zwischen 21 und 46 Aminogruppen pro 10
nm² . Diese Unterschiede wirken sich allerdings ebenso wie in unseren Experimenten kaum
auf die zu erzielende Anfangs-Aktivität aus.
Besonderes Interesse verdienen die von ihm im Folgenden gefundenen Ergebnisse, die zeigen,
daß sich die kovalent gebundenen Proteine schon nach etwa acht Stunden zu einem Großteil
vom Substrat lösen. Im Kulturmedium gehen innerhalb der ersten 8 h etwa 80 % dieser
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anfänglichen Aktivität verloren, die Restaktivität innerhalb weiterer 40 h. Diese Ergebnisse
hängen stark vom Substrat ab, eine gleichartig behandelte Co-Cr-Mo-Legierung verliert in
den ersten 8 h lediglich 50% der anfänglichen Aktivität, die Restaktivität bleibt über 96h
hinaus erhalten. Wird das Enzym zum Vergleich nur adsorptiv gebunden, so geht die Aktivität
bei beiden Substraten schon nach 8 Stunden komplett verloren. Da bekannt ist, daß TiAl6V4
eine große Oberflächendynamik aufweist liegt der Schluß nahe, daß der Verlust an Aktivität
mit dem Verlust an kovalent gebundenem Enzym verknüpft ist. Tatsächlich sinkt in seinen
Untersuchungen die Anzahl der auf der Oberfläche nachweisbaren Aminogruppen in den
ersten 8 h um 70%, nach 48-72 h sind keine Aminogruppen mehr nachweisbar. Es scheint
also, daß die schwache Ti-O-Si-Bindung maßgeblich für die Zeitspanne der oberflächennahen
Aktivität verantwortlich ist – nach spätestens zwei Tagen haben sich sämtliche kovalenten
Bindungen gelöst (Puleo, 1997).31 Für die von uns in Zukunft geplanten Untersuchungen
spielt der relativ rasche Verlust der kovalenten Bindung keine Rolle, sind jedoch
Untersuchungen in vivo oder mit Zellkulturen geplant, so sollten diese Ergebnisse durch eine
Überprüfung berücksichtigt werden.
4.2 Immobilisierung von Proteinen an Materialien für den
Weichgewebekontakt
Die Untersuchungen zur Anbindung an Materialien für Weichgewebekontakt wurden an mit
Polyacrlysäure gepfropften PDLLA-Folien durchgeführt. Aus der Bestimmung der Zahl der
durch die Pfropfung auf der Oberfläche erhaltenen Carboxylgruppen mit Hilfe des
kationischen Farbstoffes Toluidinblau O 22 (Thissen, 1999), läßt sich eine Belegungsdichte
von 3000 bis 30000 Carboxylgruppen pro 10 nm2 ableiten. Aus Angaben zur Bindungsdichte
eines Polyacrylsäure-Propfpolymers auf einer Polysulfonmembran (Ulbricht und Riedel,
1998) läßt sich weiter ableiten, daß im Mittel etwa 10 Pfropf-Polymerketten auf einer Fläche
von 10 nm2 gebunden sind. Zusammen mit der durch Thissen mit dem stabilen Radikal 2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl Hydrat bestimmten Anzahl der durch die Plasmabehandlung auf
der PDLLA-Oberfläche erhaltenen Peroxide (52 Peroxide/10 nm²) ergibt sich, daß etwa jedes
5. Peroxid eine Polymerisationsreaktion einleitet (Thissen, 1999).
                                                
31 Diese Ergebnisse werden in der Literatur nicht reflektiert und auch Puleo hat keine weiteren Arbeiten in dieser
Richtung veröffentlicht.
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Aus den Angaben läßt sich außerdem die durchschnittliche Länge der Polymer-Ketten
abschätzen, die in Abhängigkeit der Pfropf-Bedingungen zwischen 100 und 900 nm beträgt.
Es kann weiter davon ausgegangen werden, daß die Copolymerketten nicht gleich lang sind,
so daß einige Ketten etwa 1000 nm oder länger sind.
Unsere Experimente zur Anbindung von Proteinen an die gepfropfte PDLLA-Folie mit
Aktivierung der Carboxylgruppen (EDC/NHS) bzw. ohne deren Aktivierung zeigen, daß die
Menge adsorbierten Proteins beträchtlich ist, obwohl die Polyacrylsäure-Ketten ein Hydrogel
bilden, das ein Eindringen von Protein erschweren sollte. Allerdings führen wahrscheinlich
die starken elektrostatischen Wechselwirkungen mit den geladenen Carboxylgruppen dazu,
daß das Protein trotzdem in großer Menge in das Hydrogel gelangt. Weiter zeigt sich, daß die
Aktiviät unseres an die Folie gebundenen Modellproteins, der Meerrettichperoxidase (HRP),
nur etwa 0,1 % des über die Aminosäureanalyse ermittelten Wertes der Mengen gebundenen
Proteins entspricht. Dies könnte eventuell durch eine Mehrfachbindung der HRP-Moleküle an
die im Hydrogel zahlreich vorhandenen Carboxylgruppen oder eine Ladungsbedingte
Retention der Chromogenmoleküle bedingt sein. Ähnliche Beobachtungen konnten auch
(Valuev et al., 1998) und (Ulbricht und Riedel, 1998) machen. Für die Meerrettichperoxidase
läßt sich anhand der Aminosäureanlaysedaten abschätzen, daß etwa 50 Moleküle in einer Art
Multilayer übereinanderliegen, im Falle von Interleukin-6 etwa 40 - 70 Moleküle. Diese
Anordnung könnte die zu beobachtende verminderte Aktivität (s.o.) mitverursachen. Im Falle
von Fibronektin (Dimer) liegen immerhin noch 5 Moleküle übereinander. Die Bindung der
Peptide mit 2000 Molekülen pro 10 nm2 führt sogar zu einigen hundert übereinanderliegenden
Molekülen. Selbst diese große Anzahl Moleküle kann in der aus den langen
Pfropfcopolymerketten gebildeten Hydrogelschicht noch leicht untergebracht werden.
Die Untersuchung zur parallelen Anbindung eines Dipeptides und eines Proteins zeigt, daß in
Abhängigkeit der Zugabereihenfolge die größeren Proteinmoleküle eine dichte Schicht bilden
können, die darunterliegende Carboxylgruppen vor der Reaktion mit dem kleineren Peptid
abschirmt. Hinweise auf diese an der Oberfläche des Hydrogels gebildete dichte
Proteinschicht erhält man auch aus X-Ray Photoelektron-Spektren von mit Polyacrylsäure
gepfropften PDLLA-Folien, die in ähnlicher Weise mit Fibronektin anstelle von BSA
behandelt wurden (Thissen, 1999). Im Falle der unbehandelten, proteinfreien gepfropften
poly-D,L-Lactidfolie erhält man einen Wert von 0,6 % N, der durch Verunreinigungen
zustande kommt. Dieser Wert steigt für die gepfropfte poly-D,L-Lactidfolie auf 11,5 bzw.
11,7 % N in Abwesenheit oder aber mit EDC/NHS an. Beide Werte nähern sich dem
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theoretischen Wert von 15 % N für eine dichte Fibronektin-Schicht an, die selbst in
Abwesenheit von EDC/NHS gebildet wird.
Die untersuchte Pfropf-Copolymerschicht eignet sich demnach gut, um große Mengen Protein
sowohl adsorptiv als auch kovalent zu binden. Je nach Anwendungsziel kann die große Zahl
der Carboxylgruppen außerdem dazu verwendet werden, die Eigenschaften der
Hydrogelschicht in Abhängigkeit des pH-Wertes zu nutzen. Soll die Plasmabehandlung
allerdings ausschließlich der Funktionalisierung der PDLLA-Folie dienen, so könnte durch
Verwendung einer weniger konzentrierten Acrylsäurelösung (Ulbricht und Riedel, 1998) bzw.
durch Verwendung eines mit Polyethylenglykol (PEG) modifizierten Acrylsäure-Monomers
eine Pfropfschicht geschaffen werden, die weit weniger Protein adsorptiv bindet.
4.3 Nachweis radikalinduzierter Modifizierungen
Durch die bei entzündlichen Prozessen auftretenden Reaktiven Molekül-Spezies kommt es
zur Modifizierung von DNA, Lipiden und Proteinen. Bezüglich der Veränderungen an
Proteinen und Peptiden zeigt sich, daß die Zahl der aktiven Spezies begrenzt ist und die
daraus resultierenden chemischen Veränderungen einem der wenigen prinzipiellen
Reaktionsschemata zugeordnet werden können. Die Mechanismen dieser Umsetzungen,
besonders aber das Zusammenspiel sowie die Regulierung und Bildung der einzelnen
ROS/RNS sind allerdings noch Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Oft laufen diese
Reaktionen über Radikalmechanismen ab und führen in den Proteinen durch Oxidation zu
Fragmentierung, Hydroxylierung, der Bildung von Oxogruppen sowie zu C-C-
Verknüpfungen. Einige spezifische Reaktionen mit aromatischen Aminosäureresten führen
zur Bildung von Hydroxy-, Chloro- oder Nitro-Derivaten. Da die meisten ROS/RNS
oxidierend wirken, geben die Oxidationsprodukte nur selten Auskunft über das oxidierende
Agens. Anders verhält es sich mit den Chloro- oder Nitroderivaten, die klar einer kleinen
Gruppe reaktiver Spezies zugeordnet werden können. Gerade das in den letzten Jahren
gestiegene Interesse an NO hat auch ein wachsendes Interesse an der Bestimmung von 3-
Nitrotyrosin als Marker dieser Spezies nach sich gezogen.
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4.3.1 Carbonylierung
Eine gängige Methode zur Untersuchung oxidativ modifizierter Proteine ist die Bestimmung
ihres Carbonylierungsgrades. Eine Übersicht über bisher verwendete Carbonylierungs-Assays
findet sich bei (Levine et al., 1994). Die Untersuchung des Carbonylierungsgrades eignet sich
gut für einen Vergleich unterschiedlicher Proben, die Ergebnisse lassen sich allerdings
schlecht quantifizieren, da die durch Oxidation entstandenen Oxogruppen mehreren
oxidierenden Spezies zugeschrieben werden können, die zudem noch eine Vielzahl anderer
Modifikationen verursachen.
In der vorliegenden Arbeit wurden Experimente durchgeführt, die den Grad der
Carbonylierung in Rinderserumalbumin (BSA) nach Reaktion mit Fenton-Reagenz oder aber
Peroxosalpetriger Säure photometrisch untersuchen. Die beiden Experimente lassen sich nur
schlecht miteinander vergleichen, erfüllen allerdings ihren Zweck, das modifizierende
Potential der oxidierenden Reagenzien aufzuzeigen. Die Ergebnisse zeigen, daß schon 1,4 %
der nichtmodifizierten BSA-Moleküle statistisch eine Oxogruppe tragen. Nach Reaktion mit
unserem Fenton-Reagenz erhöht sich dieser Prozentsatz auf 5%. Wenn wir davon ausgehen,
daß für diese Veränderungen OH-Radikale verantwortlich sind, so hätte unter Einbeziehung
der Ergebnisse des ESR-Experiments etwa jedes 8. OH-Radikal zur Bildung einer Oxogruppe
geführt. Für eine weitergehende Aussage muß allerdings die Abhängigkeit der OH-
Radikalbildung von der Konzentration der chelatisierten Eisen-Ionen noch näher untersucht
werden.
Nach der Reaktion von BSA mit Peroxosalpetriger Säure im Verhältnis 1:3 (µM) tragen
statistisch etwa 10% der BSA-Moleküle eine Oxogruppe. Ischiropoulos et al. (Ischiropoulos
und al-Mehdi, 1995) finden bei der Reaktion von BSA mit HOONO im Verhältnis 1:10, daß
etwa 50% der BSA-Moleküle statistisch eine Oxogruppe tragen. Im Vergleich zu unserem
Experiment führt die etwa dreifache Menge HOONO zu einer 5fach größeren Anzahl
Oxogruppen. Da die oxidierenden bzw. nitrierenden Eigenschaften der Peroxosalpetrigen
Säure entscheidend von der Zusammensetzung des Reaktionsmediums abhängen (s. 4.2.3.1),
überraschen die unterschiedlichen Werte nicht. Für zukünftige Experimente wäre allerdings
die parallele Bestimmung der Nitrierung bzw. das Verhältnis Carbonylierung/Nitrierung von
besonderem Interesse.
Anstelle des photometrischen Ansatzes verwenden Buss et al. (Buss et al., 1997) einen
immunologischen Test zur Detektion und quantifizierung der Carbonyle in oxidiertem BSA.
Sie können zeigen, daß ihre Ergebnisse gut mit dem parallel durchgeführten kolorimetrischen
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Nachweis korrelieren. Die Kalibration erfolgt mit oxidiertem BSA (HOCl), das anteilig mit
reduziertem BSA vermischt wird. Interessanterweise zeigt sich dabei ein erheblicher Einfluß
der Oxidationsmethode auf das Ergebnis (wurde auch schon für kolorimetrische Tests
gefunden (Lyras et al., 1996)). Neben der hohen Empfindlichkeit und der großen Spezifität
bietet der ELISA insbesondere den Vorteil, mit kleinen Proteinmengen auszukommen (60 µg
anstelle 10 mg für eine kolorimetrische Bestimmung (Quinlan et al., 1994)).
4.3.2 3-Nitrotyrosin
Die Anwesenheit von NO in biologischen Systemen führt zur Bildung reaktiver Stickstoff
Spezies (RNS), die mit Tyrosinresten in Proteinen zu 3-Nitrotyrosin reagieren. Für die
Nitrierung wird vor allem die Peroxosalpetrige Säure32 (HOONO) verantwortlich gemacht,
deren direkter Nachweis allerdings relativ schwierig ist. 3-Nitrotyrosin wird deshalb als
Marker für die allgemeine RNS Produktion, insbesondere auch HOONO, in verschiedenen
Geweben verwendet (Herce-Pagliai et al., 1998). Die Geschwindigkeit der Reaktion von
HOONO mit freiem oder proteingebundenem Tyrosin zu dem stabilen Endprodukt 3-
Nitrotyrosin wird durch Übergangsmetallionen/Metalloproteine und HCO3-/CO2 erhöht. Die
Nitrierung verläuft entweder über ein ionisches Intermediat (Crow und Ischiropoulos, 1996;
Pryor und Squadrito, 1995) oder aber über radikalische Mechanismen (Beckman et al., 1992;
Ischiropoulos et al., 1992; van der Vliet et al., 1996) und (Halliwell, 1997). Auch Nitrit, das
Endprodukt des NO-Metabolismus, kann zur Nitrierung von Tyrosin beitragen: einmal über
die Reaktion mit HOCl unter Bildung von Nitryl-Chlorid (Eiserich et al., 1996; Eiserich et al.,
1998; van der Vliet et al., 1997) oder aber durch die Bildung von NO2 durch Peroxidasen in
Anwesenheit von Wasserstoffperoxid (Roberts et al., 1992).
Zur Untersuchung im Labor läßt sich die Peroxosalpetrige Säure auf unterschiedlichem Wege
darstellen (Uppu et al., 1996a), beispielsweise über die Reaktion von Wasserstoffperoxid mit
Salpetriger Säure (Beckman, 1994; Hughes und Nicklin, 1970), von Azid-Ionen mit Ozon
(Pryor and Squadrito, 1995) oder in einem Zweiphasensystem mit Isoamylnitrit und einer
alkalischen Wasserstoffperoxidlösung (Uppu und Pryor, 1996). Eine Besonderheit stellt die
Reaktion von NO mit Tetramethylammonium Superoxid in flüssigem Ammoniak dar (Bohle
                                                
32 Peroxosalpetrige Säure (HOONO) und das bei physiologischem pH-Wert vorliegende Peroxonitrit (ONOO-,
pKa 6,8; Pryor und Squadrito, 1995) werden in dieser Arbeit synonym verwendet.
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et al., 1994), die zu einem kristallinen Produkt führt. Neben der präparativen Darstellung kann
HOONO auch in situ erzeugt werden: entweder durch unabhängige, kontinuierliche Bildung
von Superoxid und NO unter Verwendung der Xanthinoxidase sowie eines NO-Donors
(Rubbo et al., 1994); oder durch simultane Bildung von NO und Superoxid aus einer einzigen
Substanz (Hogg et al., 1992).
Am wenigsten Aufwand bereitet die Darstellung aus Salpetriger Säure und
Wasserstoffperoxid, weshalb diese Methode von uns verwendet wurde. Die so gewonnenen
HOONO-Lösungen können durch Ausfrieren weiter konzentriert werden und enthalten als
Hauptverunreinigung Nitrit und Wasserstoffperoxid. Größere Mengen Nitrit bereiten erst im
Sauren (< pH 3) ein Problem. Halliwell und Gutteridge (Halliwell und Gutteridge, 1999)
konnten zwar zeigen, daß Wasserstoffperoxid im Bereich von 10 – 100 µM zytotoxisch wirkt,
bei Konzentrationen von bis zu 1 mM H2O2 zeigt sich allerdings keine direkte Auswirkung
auf Proteine (Vissers und Winterbourn, 1991b). Eher wirkt sich der Wasserstoffperoxidgehalt
auf die Lagerung von HOONO aus, da beide miteinander zu Sauerstoff abreagieren können
(Alvarez et al., 1995). Sollte Wasserstoffperoxid dennoch stören, etwa weil es mit Spuren von
Übergangsmetallen Hydroxylradikale bildet, so kann es durch Passage über eine kurze Säule
mit MnO2 beseitigt werden (Beckman et al., 1990). Soll gänzlich wasserstoffperoxidfrei
gearbeitet werden, so ist die Azid-Ozon-Methode am besten geeignet. Stört Azid, so bietet
sich die Darstellung aus Isoamyl an.
4.3.2.1 Photometrische Bestimmung
Für die qualitative und quantitative Bestimmung von 3-Nitrotyrosin stehen inzwischen
zahlreiche Methoden zur Verfügung: neben HPLC in Kombination mit verschiedenen
Detektionssystemen auch immunologische Techniken oder Gaschromatographie mit MS-
Detektion. 3-Nitrotyrosin läßt sich allerdings auch direkt photometrisch bestimmen. Bei pH
3,5 weisen Tyrosin sowie 3-Nitrotyrosin ein Absorptionsmaximum bei 280 nm auf, 3-
Nitrotyrosin zeigt ein weiteres Absorptionsmaximum bei 365 nm (pH 5) bzw. 430 nm (pH
9,5). Die Methode funktioniert sowohl für freies 3-Nitrotyrosin als auch für 3-Nitrotyrosyl-
Reste in Proteinen und Peptiden, ihre Verwendbarkeit ist allerdings durch die eher geringe
Empfindlichkeit sowie die Notwendigkeit relativ reiner Proben eingeschränkt.
Die unterschiedlichen Ergebnisse der in dieser Arbeit parallel vorgestellten Experimente 1
und 2 überraschen auf den ersten Blick, da die Experimente prinzipiell gleichartig
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durchgeführt wurden. Allerdings wurden zwei unterschiedliche Reaktionslösungen
verwendet, die eventuell über einen unterschiedlichen Gehalt an katalytisch aktiven
Übergangsmetall-Ionen (Beckman et al., 1992; Ischiropoulos et al., 1992) oder an HCO3-/CO2
(Lemercier et al., 1997; Uppu et al., 1996b; Yermilov et al., 1996) verfügen. Beide Spezies
begünstigen eine Nitrierung.
Im Vergleich zu unserem Experiment verwendet Ischiropoulos (Ischiropoulos und al-Mehdi,
1995) in seiner Untersuchung bei etwa gleicher Zugabemenge HOONO ca. die achtfache
Menge BSA. Werden bei uns 2-5 3-Nitrotyrosinreste pro BSA gefunden (10-25%), so sind es
bei Ischiropoulos nur 0,6 3-Nitrotyrosinreste pro BSA (3,2%). Wird allerdings die BSA-
Konzentration berücksichtig, so ergeben sich die 3-Nitrotyrosinmengen zu 28,8 µM bzw. 36,5
µM. Diese Werte liegen eng beieinander und zeigen, daß die Umsetzung äquivalenter Mengen
BSA mit gleichen Mengen HOONO etwa gleiche Mengen 3-Nitrotyrosin ergibt.
Werden die Konzentrationen von 3-Nitrotyrosin gegen die Konzentration an zugegebenem
HOONO aufgetragen, so stellt man fest, daß sich unter Berücksichtigung des Nullpunktes
keine Geraden ergeben. Die Nitrierung verläuft also nicht linear (die doppelte Menge
HOONO führt nicht zur doppelten Menge 3-Nitrotyrosin). Ähnliche Beobachtungen machen
auch Bible et al. (Bible et al., 1999), die bei der Nitrierung unterschiedlicher Proteine mit
Salpetriger Säure feststellen, daß die Produktbildung nicht mit dem unterschiedlichen
Tyrosingehalt der Proteine korreliert. Es scheint also so zu sein, daß die Tertiärstruktur der
Proteine einen erheblichen Einfluß auf die Nitrierung hat. Dies wird durch die Ergebnisse von
Jiao et al. (Jiao et al., 2001) bestätigt, die bei Untersuchungen zur Nitrierung von Humanem
Serumalbumin (HSA) mit Hilfe einer HPLC/MS-Kopplung feststellen, daß bestimmte
Tyrosinreste bevorzugt reagieren.
4.3.2.2 Bestimmung mittels HPLC
Kleinere Mengen 3-Nitrotyrosin lassen sich gut mittels HPLC bestimmen (Cymes und
Wolfenstein-Todel, 1996; Hensley et al., 1997; Kovina et al., 1996), allerdings muß hier der
Probenvorbereitung besonderes Augenmerk geschenkt werden, da die notwendige Hydrolyse
der Proteine zu den freien Aminosäuren, die entweder sauer oder auch enzymatisch erfolgt,
vollständig erfolgen muß. Und obwohl 3-Nitrotyrosin allgemein als hydrolysestabil gilt
(Giese und Riordan, 1975), wurde in einigen Untersuchungen eine signifikante Umwandlung
von 3-Nitrotyrosin in Aminotyrosin beobachtet (Shigenaga et al., 1997).
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Unterschiede der einzelnen Methoden betreffen hauptsächlich die Art des verwendeten
Detektors. Mit Hilfe der UV/VIS-Detektion, auch in Form eines Dioden-Array-Detektors,
konnte 3-Nitrotyrosin in biologischen Proben noch in einer Konzentration von 0,2 µM
nachgwiesen werden (Kaur und Halliwell, 1994). Durch Vorsäulen-Derivatisierung der
Aminosäuren mit PITC (Heinrikson und Meredith, 1984), DABITC (Salva und Aviles, 1989),
DANS-Cl (Bayer et al., 1976) oder DABS-Cl (Chang und Knecht, 1991; Chang et al., 1982;
Chikuma et al., 1991; de Witte et al., 1995; Knecht und Chang, 1986; Lin und Chang, 1975;
Malencik et al., 1990; Stocchi et al., 1989; Tsuda et al., 1999) gelingt die Detektion von
Aminosäuren im unteren pmol-Bereich. Die Bestimmung mit Fluoreszenz-Detektoren nach
Reduktion von 3-Nitrotyrosin zu 3-Aminotyrosin bzw. der Reaktion der Aminosäure mit
einem Fluoreszenz-Marker senkt das Detektionslimit auf 0,1 pmol. Ebenfalls im unteren
pmol-Bereich, allerdings mit höherer Selektivität, liegt das Detektionslimit der
Elektrochemischen Detektion (Detektionslimit 20 fmol; Hensley et al., 1997); die
Verwendung von GC/MS ermöglicht schließlich eine Detektion im Attomol-Bereich
(Crowley et al., 1998).
Für unsere Ziele scheint die HPLC mit UV/VIS-Detektion die Methode der Wahl zu sein,
zumal die erreichbaren Ergebnisse im Verhältnis zum apparativen und finanziellen Aufwand
einen guten Kompromiß darstellen. Gerade hinsichtlich der Probenvorbereitung erweisen sich
die gut definierten Systeme unserer Experimente als vorteilhaft, darüberhinaus ist auch die
Untersuchung biologischer Proben möglich (Fukuyama et al., 1997; Kaur und Halliwell,
1994). Wie sich gezeigt hat, können an die mit Polyacrylsäure gepfropfte PDLLA-Folie
ausreichend große Proteinmengen gebunden werden, so daß hier eine Untersuchung auf 3-
Nitrotyrosin erfolgversprechend ist. Die kovalent an TiAl6V4 gebundenen Proteinmengen
liegen dagegen in einem Bereich, der ein Ausweichen auf andere Nachweismethoden
erforderlich macht.
4.3.2.3 Bestimmung mittels ELISA
Kleinste Mengen 3-Nitrotyrosin lassen sich durch immunologische Methoden nachweisen.
Die hierbei verwendeten Antikörpern werden entweder als polyklonale oder als monoklonale
Antikörper aus Kaninchen gewonnen, die zuvor mit durch HOONO modifiziertem KLH
(keyhole limpet hemocyanin) oder BSA behandelt wurden (Beckman, 1994; Khan et al.,
1998). Die Bestimmung von 3-Nitrotyrosin mittels ELISA liefert in erster Linie
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semiquantitative Ergebnisse, eignet sich somit gut für den Vergleich unterschiedlicher
Proben. Durch Kopplung mit quantitativen Bestimmungsmethoden, beispielsweise HPLC,
wird allerdings ebenfalls eine Quantifizierung der Ergebnisse möglich.
Die Entwicklung eines gut funktionierenden ELISA kann zeitraubend sein, da vielerlei
Parameter aufeinander abgestimmt werden müssen. Im Mittelpunkt stehen die
Protein/Protein-Interaktionen sowie die Protein/Substrat-Interaktionen, die von verschiedenen
Faktoren abhängen. Neben der spezifischen Interaktion spielt besonders die unspezifische
Adsorption eine Rolle, die durch Variation der Antikörperkonzentration, ein zusätzliches
Protein im Überschuß oder den Einfluß des pH-Wertes minimiert werden soll.
Allgemeine Vorschriften empfehlen eine Antigenbindung (coating) im Alkalischen (etwa pH
9,4), maximale Adsorption erfolgt allerdings bei pH = pI (Sharpe et al., 1997). Auch die
Antigenkonzentration hat einen Einfluß, allerdings wird hier das Plateau maximaler Belegung
schon bei 5-20 µg/ml erreicht. Die Adsorption beginnt unmittelbar nach Kontakt mit dem
Substrat, nach 5 Minuten sind etwa 80% der maximal adsorbierten Proteinmenge gebunden,
nach 30 Minuten bleibt der Wert konstant (Camps, 1999).
Immunologische Methoden wurden und werden erfolgreich zur Bestimmung von 3-
Nitrotyrosin herangezogen. Beckman et al. (Beckman, 1994) beispielsweise untersuchten
Gewebeproben von Patienten mit entzündlichen Erkrankungen mittels Immunohistochemie.
Über bildgebende Medien (CCD) kann so durch Verwendung fluoreszenzmarkierter
Antikörper mittels Intensitätsmessung eine quantitative Bestimmung erfolgen (Haddad et al.,
1994). Neben dem Immunohistochemischen Nachweis werden die Antikörper auch für
ELISA verwendet (Ye et al., 1996), eine Übersicht findet sich bei Onorato et al. (Onorato et
al., 1998). Ein kompetitiver ELISA mit polyklonalen Antikörpern wurde durch Khan et al.
(Khan et al., 1998) entwickelt. Um eine Quantifizierung zu ermöglichen, wurde der Gehalt an
3-Nitrotyrosin in mit HOONO nitriertem BSA photometrisch bestimmt. Nach der
Beschichtung der 96Well-Platten mit diesem BSA wird durch serielle Verdünnung des
nitrierten Proteins eine Standardkurve der kompetitiven Inhibierung der Antikörperbindung
bei gleichzeitiger Inkubation ermittelt. Durch diesen Test läßt sich sowohl proteingebundenes
als auch freies 3-Nitrotyrosin nachweisen, wobei die Mindestkonzentration von freiem 3-
Nitrotyrosin mit 10 µM relativ hoch liegt; die Antikörper weisen also nur eine geringe
Affinität gegenüber freiem 3-Nitrotyrosin auf. Weiter sind die Antikörper in der Lage,
zwischen unterschiedlichen Umgebungen zu unterscheiden. Da die Kalibration mit nitriertem
BSA erfolgt, liefert der Test für andere Proteine nur semiquantitative Ergebnisse.
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Einen anderen Weg beschreiten ter Steege et al. (ter Steege et al., 1998), die einen Sandwich
ELISA mit monoklonalen Antikörpern entwickelten. Auch hier geschieht die Kalibration über
nitrierte Proteine, deren 3-Nitrotyrosingehalt photometrisch bestimmt wurde. Dieser
Sandwich-ELISA bietet zwar eine hohe Empfinlichkeit sowie eine große Spezifität, benötigt
allerdings relativ große Mengen des monoklonalen Antikörpers.
4.3.3 Konsequenzen der Nitrierung: Signalwege, Proteasom und Redoxstatus
Neben der Funktion als Marker für RNS gewinnt die Untersuchung des Einflusses von 3-
Nitrotyrosin in Proteinen und Peptiden zunehmend an Bedeutung, da sich die
Proteinnitrierung auf verschiedene Prozesse der Zelle auswirkt. Sie beeinflußt beispielsweise
die Phosphorylierung von Tyrosin und wirkt somit auf Zell-Proliferation und Zell-
Differenzierung, die Regulation von Enzymaktivitäten und Apoptose (Moulian et al., 2001).
Die Nitrierung von Tyrosyl-Resten kann zu einer Inaktivierung physiologisch aktiver Peptide
führen (Ducrocq et al., 1998), oder aber zum Verlust der katalytischen Aktivität eines Enzyms
(Souza et al., 2000). Cymes et al. (Cymes und Wolfenstein-Todel, 1996) konnten zeigen, daß
schon die Modifizierung eines einzelnen Tyrosylrestes genügt, um die Bindungsfähigkeit
eines Peptidhormons an seinen Rezeptor signifikant zu verringern. Außer in
proteingebundener Form scheint auch freies 3-Nitrotyrosin negative Auswirkungen
aufzuweisen, da es durch seine neurotoxischen Eigenschaften eine Rolle bei
neurodegenerativen Erkrankungen spielen könnte (Mihm et al., 2001).
Der biologischer Schutz gegen Peroxosalpetrige Säure beinhaltet neben der Bildungskontrolle
auch die Umsetzung von HOONO mit Substanzen, die zu nichttoxischen Produkten führen
(Arteel et al., 1999). Zudem scheint es vereinzelt Reparaturmechanismen für nitrierte Proteine
durch 'Protein Nitratasen' zu geben (Kuo et al., 1999).
Besondere Aufmerksamkeit wird seit Kurzem auch dem Abbau nitrierter bzw. oxidierter
Proteine gewidmet. Zu den proteolytischen Systemen gehören das Lysosom, Ca2+-abhängige
Proteasen sowie das Proteasom, das für den Abbau der cytosolischen sowie einiger Membran-
Proteine wichtig zu sein scheint. Das Proteasom wurde bisher im Cytosol sowie im Nucleus
gefunden und spielt eine wichtige Rolle beim Abbau der durch ROS/RNS modifizierten
Proteine (Grune et al., 1997). In diesem Zusammenhang wird auch der Protein-Turnover im
Zuge der Alterung untersucht: die hier zu beobachtende Akkumulation oxidierter Proteine
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könnte damit zusammenhängen, daß entweder mehr Proteine oxidiert werden, oder aber, daß
der Protein Turnover sinkt.
Die Präsentation hydrophober Domänen an der Oberfläche modifizierter Proteine scheint eine
Signalwirkung für das Proteasom zu besitzen (Hydrophobizität) (Pacifici et al., 1993). Dies
könnte deshalb von besonderer Bedeutung sein, da aggregierte Proteine schlecht proteolytisch
verdaut werden können. So werden mit HOONO behandelte Proteine (Konformation) durch
das 20S-Proteasom (benötigt keine Kofaktoren) etwa doppelt so schnell abgebaut wie die
entsprechenden unbehandelten Proteine (Merker und Grune, 2000). Der 26S-Proteasom-
Komplex (Coux et al., 1996) enthält regulatorische Untereinheiten, die Ubiquitin binden
können (ATP abhängig). Neben anderen Regulationsmechansimen (DeMartino und Slaughter,
1999) spielt in diesem Zusammenhang besonders die Aktivierung des Ubiquitin-Systems nach
oxidativem Stress eine Rolle (Shang et al., 1997). Die Regulierung der Ubiquitin-
Konjugierenden Enzyme (Ubiquitin aktivierendes Enzym E1, Ubiquitin konjugierendes
Enzym E2) erfolgt über den Redox-Status der Zelle, beispielsweise durch das GSSG:GSH-
Verhältnis (Obin et al., 1998). Neben der Erkennung hydrophober Domänen spielt also gerade
auch die Erkennung ubiquitinilierter Proteine eine wichtige Rolle für den Turnover oxidativ
modifizierter Proteine.
4.4 Ausblick
In den vorausgegangenen Experimenten konnte, nach Auswahl geeigneter Methoden zur
kovalenten Anbindung, die Größenordnung der pro Flächeneinheit an die interessierenden
Subtrate anzubindenden Proteinmengen bestimmt werden. Für die Titanlegierung sollen nun
geeignete Spacer gefunden werden, die eine gezielte Abspaltung der Proteine vom Substrat
ermöglichen. Dabei sollen auch mögliche Spaltstellen innerhalb der Proteine berücksichtigt
werden. Die so abgelösten Proteine können dann nach der vollständigen Etablierung des in
Entwicklung befindlichen ELISA auf ihren Gehalt an 3-Nitrotyrosin untersucht werden.
Die guten Ergebnisse zur Proteinanbindung an die PDLLA-AAc-Folien erlauben den
Übergang von Modellproteinen zu den klinikrelevanten Proteinspezies, die nun nach
kovalenter Bindung mittels HOONO modifiziert werden können. Nach Hydrolyse der
Folienabschnitte kann anschließend mittels HPLC der Gehalt an 3-Nitrotyrosin bestimmt
werden. Gleichzeitig soll über eine Modifizierung der Pfropfung nachgedacht werden, die zu
einer Hydrogelschicht mit erheblich weniger Carboxylgruppen führen könnte.
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Neben der Untersuchung in vitro erlauben die gezeigten Systeme auch Untersuchungen in
Zellkulturen. Experimente in vivo sind ebenfalls denkbar, bedürfen im Vorfeld aber noch der
Klärung prinzipieller Fragestellungen. Auch wenn der Gegenstand unserer Untersuchungen
eine einfache, übertragbare Methode zur Verfolgung und Beurteilung entzündlicher
Veränderungen an gebundenen Proteinen ist, werden auf längere Sicht, gerade auch
hinsichtlich der Untersuchungen in vivo, die physiologischen Aktivitäten der
unterschiedlichen Proteine parallel zu bestimmen sein.
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Moderne Biomaterialien erfüllen heute weitgehend die an sie gestellten Anforderungen.
Trotzdem kann es beim Kontakt mit den unterschiedlichen Körpergeweben zu entzündlichen
Reaktionen kommen, die zur Bildung reaktiver Molekülspezies führen. Das Ausmaß dieser
Reaktionen hängt entscheidend von den Oberflächeneigenschaften des Biomaterials ab und
kann durch die kovalente Anbindung physiologisch aktiver Proteine und Peptide positiv
beeinflußt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde sowohl die Anbindung verschiedener
Proteine und Peptide an unterschiedliche Festkörperoberflächen sowie die Modifizierung
ausgesuchter Modell-Proteine durch den Einfluß der bei entzündlichen Reaktionen gebildeten
Molekülspezies untersucht.
Zur Anbindung von Meerrettichperoxidase an TiAl6V4 und Si3N4 wurden die jeweiligen
Festkörperoberflächen mit Aminopropyltriethoxysilan funktionalisiert. Die Zahl der auf den
Oberflächen eingeführten Aminogruppen erweist sich als von der Verweilzeit der Festkörper
in der abkühlenden Reaktionslösung abhängig. Bei einer Verweilzeit von 10 Minuten können
auf einer Fläche von 10 nm² auf TiAl6V4 etwa 23 Aminogruppen, auf Si3N4 etwa 60
Aminogruppen eingeführt werden. Nach Reaktion dieser Gruppen mit Glutaraldehyd stehen
auf einer Fläche von 10 nm² schließlich 16 aktivierte Aminogruppen auf TiAl6V4 bzw. 30
aktivierte Aminogruppen auf Si3N4 für die kovalente Anbindung von Proteinen zur Verfügung
– ca. 70 bzw. 50% der insgesamt auf der Oberfläche eingeführten Aminogruppen.
An die aktivierten Aminofunktionen lassen sich auf einer Fläche von 1 µm² auf TiAl6V4
sowie auf Si3N4 etwa 70 Moleküle Meerrettichperoxidase kovalent binden.
Versuche zur Aminofunktionalisierung mit längerer Verweilzeit der Festkörper in der
abkühlenden Reaktionslösung führen zu einer größeren Anzahl Aminogruppen; es zeigt sich
allerdings, daß dies letztlich nicht zu einer Erhöhung der Zahl kovalent gebundener
Proteinmoleküle führt.
Die Anbindung von Proteinen und Peptiden an die mit Polyacrylsäure funktionalisierte
PDLLA-Folie erfolgt nach Aktivierung der Carboxylgruppen mit N-Hydroxysuccinimid. Es
lassen sich relativ große Mengen Protein kovalent binden (20-30 µg/cm²), wobei die Menge
von der Qualität der Polyacylsäure-Pfropfung sowie der Natur der Proteine bzw. Peptide
abhängt: auf einer Fläche von 10 nm² können etwa 390 Moleküle RGDSPASSKP-Peptid,
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1820 Moleküle SIKVAV-Peptid, 10-30 Moleküle Meerrettichperoxidase, 4-6 Moleküle
Rinderserumalbumin oder 0,5-1 Moleküle Fibronektin kovalent gebunden werden. Diese
Ergebnisse zeigen, daß die Molekulare Masse und somit die Größe der Moleküle mit der
Bindungsdichte korreliert.
Die Versuche zur einzeln, parallel oder nacheinander erfolgenden Anbindung des Dipeptides
VK sowie von Rinderserumalbumin ergeben, daß durch die einzeln sowie parallel erfolgende
Anbindung etwa jeweils gleich große Mengen Protein bzw. Peptid gebunden werden: auf
einer Fläche von 10 nm² können zwischen 230 - 290 Moleküle VK-Peptid und 3 - 4 Moleküle
Rinderserumalbumin gebunden werden. Ähnliche Ergebnisse ergeben sich bei nacheinander
erfolgender Anbindung von zuerst VK-Peptid und anschließend Rinderserumalbumin: es
werden etwa 230 Moleküle VK-Peptid und 4 Moleküle Rinderserumalbumin gebunden. Wird
allerdings zuerst Rinderserumalbumin gebunden und daran anschließend VK-Peptid, so
werden zwar noch immer 3-4 Moleküle Rinderserumalbumin gebunden, allerdings nur noch
etwa 20 Moleküle VK-Peptid. Diese Abnahme um mehr als 90% läßt sich so erklären, daß die
Rinderserumalbumin-Moleküle in diesem Fall eine dichte Proteinschicht bilden, die eine
Anbindung des VK-Peptides behindert. Weitere Überlegungen zur räumlichen Gestalt der
Pfropf-Copolymerschicht ergeben, daß von der Meerrettichperoxidase beispielsweise ca. 50
Moleküle übereinander gebunden werden – dies könnte ein Grund dafür sein, daß die
Aktivität der gebundenen Meerrettichperoxidase um etwa Faktor 1000 geringer ist als die des
frei in Lösung befindlichen Enzyms.
Im Mittelpunkt der insbesondere bei Entzündungsreaktionen im Gewebe gebildeten Reaktiven
Sauerstoff Spezies stehen das Hydroxylradikal, die Hypochlorige Säure sowie die
Peroxosalpetrige Säure. In Proteinen bewirken diese Reagenzien neben oxidativen
Veränderungen außerdem die Hydroxylierung, Chlorierung und Nitrierung aromatischer
Aminosäure-Reste. Die chlorierende Wirkung der Hypochlorigen Säure sowie die nitrierende
Wirkung der im Labor selbst hergestellten Peroxosalpetrigen Säure wurde anhand einfacher
Chlorierungs- bzw. Nitrierungsversuche an aromatischen Systemen mittels RP-
Chromatographie überprüft. Das oxidierende Potential der Peroxosalpetrigen Säure sowie der
durch ein Fenton-System erzeugten Hydroxyl-Radikale wurde über die Bestimmung der
Zunahme von Oxogruppen in modifiziertem Rinderserumalbumin ermittelt. Es zeigt sich, daß
etwa 1,5% der nicht modifizierten Rinderserumalbumin-Moleküle statistisch eine Oxo-
Gruppe tragen. Nach Reaktion mit dem von uns verwendeten Fenton-System unter Zugabe
5 Zusammenfassung
112
von 2,5 mM bzw. 25 mM Wasserstoffperoxid ergibt sich eine Erhöhung dieses Wertes auf
etwa 17 % bzw. 25%. Eine Erhöhung auf ebenfalls 17% kann auch nach der Reaktion mit 5
mM Peroxosalpetriger Säure beobachtet werden - Peroxosalpetrige Säure weist also ein
beträchtliches Oxidationspotential auf. Der direkte Nachweis der Hydroxylradikale im
Fenton-System erfolgt, nach Abfangen mittels Spin-Falle, durch Elektronenspinresonanz-
Spektroskopie. Die Untersuchungen erlauben eine Quantifizierung: bei einer Zugabe von 0,25
mM Wasserstoffperoxid werden je ml etwa 16 nmol OH-Radikale gebildet. Über die
zugehörige Erhöhung der Zahl der Oxogruppen auf 5% läßt sich schließen, daß etwa jedes 8.
OH-Radikal zur Bildung einer Oxogruppe führt.
Für die Untersuchung der Reaktionen der Proteine mit reaktiven Molekülspezies wird ein
spezifischer Marker ausgewählt. Unter Konzentration auf 3-Nitrotyrosin wurde mit Hilfe der
Hochauflösenden Flüssigkeitschromatographie (HPLC) eine empfindliche Nachweismethode
für diesen Marker etabliert. Zur Methodenentwicklung gehört die Zuordnung der Signale zu
den wichtigsten proteinogenen Aminosäuren sowie den Derivaten 3-Chlorotyrosin und 3-
Nitrotyrosin. Untersucht wurde insbesondere mit Peroxosalpetriger Säure (HOONO)
modifiziertes Rinderserumalbumin: die direkte photometrische Bestimmung von 3-
Nitrotyrosin in Abhängigkeit der zugegebenen Menge HOONO zeigt, daß mit zunehmender
Konzentration HOONO eine kleiner werdende Anzahl Tyrosyl-Reste zusätzlich modifiziert
wird - die Nitrierung verläuft nicht linear. In nicht mit Peroxosalpetriger Säure behandeltem
Rinderserumalbumin kann kein 3-Nitrotyrosin nachgewiesen werden. Zur Untersuchung
mittels HPLC werden die Proteinproben hydrolysiert und mit Dimethylamino-
azobenzolsulfonylchlorid derivatisiert. Die Quantifizierung erfolgt nach Kalibration mit 3-
Nitrotyrosin: in Gegenwart von Rinderserumalbumin, Meerrettichperoxidase oder β-
Lactoglobulin zeigt sich eine Abhängigkeit von der jeweils verwendeten Matrix. Die
Ergebnisse zur Untersuchung einer Probe, die sowohl direkt photometrisch als auch mittels
HPLC ermittelt wurden, zeigen eine sehr gute Übereinstimmung. Um noch kleinere Mengen
3-Nitrotyrosin bestimmen zu können, wird ein indirekter ELISA mit polyklonalen
Antikörpern entwickelt. Die Entwicklung ist noch nicht abgeschlossen, die ersten Ergebnisse
stimmen allerdings zuversichtlich: muß für die Bestimmung von 3-Nitrotyrosin in
Rinderserumalbumin mittels HPLC dieses mit noch mindestens 600 µM HOONO umgesetzt
werden, so genügt für den ELISA schon jetzt eine Konzentration von nur 2,5 µM HOONO.
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7 Anhang
Aminosäurezusammensetzung Meerrettichperoxidase (HRP)
308 AS, Mw 33918 Da, pI 6,35
Aminosäure Anzahl Mol%
Ala 23 7,45
Arg 21 6,81
Asn 27 8,76
Asp 21 6,81
Cys 8 2,59
Gln 13 4,22
Glu 7 2,27
Gly 17 5,51
His 3 0,97
Ile 13 4,22
Leu 35 11,36
Lys 6 1,94
Met 4 1,29
Phe 20 6,49
Pro 17 5,51
Ser 25 8,11
Thr 25 8,11
Trp 1 0,32
Tyr 5 1,62
Val 17 5,51
7 Anhang
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Aminosäurezusammensetzung Rinderserumalbumin (BSA)
583 AS, Mw 66433Da, pI 5,60
Aminosäure Anzahl Mol%
Ala 47 8,1
Arg 23 3,9
Asn 14 2,4
Asp 40 6,9
Cys 35 6,0
Gln 20 3,4
Glu 59 10,1
Gly 16 2,7
His 17 2,9
Ile 14 2,4
Leu 61 10,5
Lys 59 10,1
Met 4 0,7
Phe 27 4,6
Pro 28 4,8
Ser 28 4,8
Thr 33 5,7
Trp 2 0,3
Tyr 20 3,4
Val 36 6,2
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Aminosäurezusammensetzung ß-Lactoglobulin
162 AS, Mw 18281 Da, pI 4,83
Aminosäure Anzahl Mol%
Ala 15 9,3
Arg 3 1,9
Asn 5 3,1
Asp 10 6,2
Cys 5 3,1
Gln 9 5,6
Glu 16 9,9
Gly 4 2,5
His 2 1,2
Ile 10 6,2
Leu 22 13,6
Lys 15 9,3
Met 4 2,5
Phe 4 2,5
Pro 8 4,9
Ser 7 4,3
Thr 8 4,9
Trp 2 1,2
Tyr 4 2,5
Val 9 5,6
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